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AI Listeria monocytogenes je znotrajcelična patogena bakterija, ki povzroča listeriozo. 
Eden izmed glavnih virulentnih dejavnikov, ki omogoča njeno širjenje po gostitelju, je 
porotvorni protein listeriolizin (LLO). Bakterija LLO izloča v obliki topnih 
monomerov, ki na s holesterolom bogatih membranah oligomerizirajo in pri tem 
tvorijo večje oligomerne komplekse različnih velikosti – proteinske loke in obroče. Ti 
oligomeri po vgreznjenju v membrane tvorijo funkcionalne pore. Namen magistrske 
naloge je bil poiskati metode oz. kombinacije metod s katerimi bi lahko sledili 
nastanku teh oligomerov v različnih modelnih membranskih sistemih (t. j. liposomih, 
eritrocitih). Uporabili smo NaDS-PAGE in agarozno elektroforezo, 
ultracentrifugiranje v saharoznem gostotnem gradientu ter presevno-elektronsko 
mikroskopijo z negativnim senčenjem. Vse te metode so potrdile, da LLO tvori 
heterogene oblike oligomerov v primerjavi s homolognim proteinom perfringolizinom 
O (PFO), kjer smo z uporabo enakih pristopov dobili bolj homogene oligomere, v 
večini v obliki sklenjenega obroča. Oligomere LLO, ki so nastali bodisi na liposomih 
ali na eritrocitih, smo ekstrahirali iz membran. Analiza frakcij z ultracentrifugiranjem 
v saharoznem gostotnem gradientu je pokazala, da je večina LLO oligomerov v obliki 
lokov in le zelo redki dosežejo obliko sklenjenega obroča. Uporabljeni protokol za 
pripravo teh oligomerov je omogočil dobro ločbo LLO oligomerov od ostalih 
eritrocitnih proteinov in lipidov, je pa preveč robusten za bolj natančno ločevanje 
LLO oligomerov po velikosti. Vendar pa so rezultati te študije zelo dobra podlaga za 
nadaljnje strukturne raziskave LLO oligomerizacije oziroma tvorbe por na višjem 
nivoju ločljivosti, kot je na primer krio-elektronska mikroskopija.   
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LA sl 
AL sl/en 
AB Listeria monocytogenes is intracellular bacterial pathogen that causes listeriosis.  
One of the main virulent factors that enables spreading of the bacteria is pore-
forming protein listeriolysin O (LLO). Bacteria secretes water-soluble monomers 
LLO. These monomeres bind to the cholesterol-rich membrane where they 
oligomerize into protein complexes of different sizes - protein arcs and circles. 
After membrane insertion these oligomeres form functional forms.   The main 
purpose of this thesis was to find methods or combination of methods that will 
enable us to follow steps of oligomerization in different membrane modell 
systems (e. g. liposomes, erythrocytes). We used SDS-PAGE and agarose 
electrophoresis, ultracentrifugation in sucrose density gradient and transmission 
microscopy with negative staining. All methods confirmed that LLO forms more 
heterogenous oligomeres in comparison with homolog protein perfirngolysin O 
(PFO) which we used in the same methods as LLO and confirmed that PFO 
oligomeres are mainly circles. Oligomeres formed on membrane of liposomes or 
erythrocytes were extracted from membranes. Analyzing fractions from 
ultracentrifugation in sucrose density gradient showed that most of LLO 
oligomeres are in the form of arcs and that only few oligomeres form full circle. 
Protocol we used for preparation of these oligomeres allowed us good seperation 
of LLO oligomeres from other erythrocyte proteins and lipids, but it is too robust 
for precise seperation of LLO oligomeres by size. However the results of this 
thesis are good basis for further studies of LLO oligomerization and pore 
formation on higer level of resolution as is for example cryo-electron microscopy.  
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1 UVOD 
Listeriolizin O (angl. listeriolysin O, LLO) je toksin, ki ga izloča bakterija Listeria 
monocytogenes (Seeliger in Jones, 1986). Toksin vpliva na integriteto lipidnih membran 
celic in spada v družino od holesterola odvisnih citolizinov (angl. cholesterol-dependent 
cytolysin, CDC). L. monocytogenes je Gram-pozitivna bakterija, ki povzroča listeriozo 
(Linnan in sod., 1988; Seeliger, 1988). Najpogosteje se širi s hrano in v okuženih 
organizmih povzroča različne zdravstvene simptome, od gripoznih simptomov, zapletov 
pri nosečnicah, ki lahko vodijo v splav oziroma smrt zarodka, do hudih infekcij 
centralnega živčnega sistema (npr. meningitis), ki lahko privedejo tudi do smrti organizma 
(Schlech in sod., 1983; Swaminathan in Gerner-Smidt, 2007). LLO je pri tem 
najpomembnejši dejavnik virulence, ki v membranah gostiteljske celice tvori pore in tako 
bakteriji pomaga pri širitvi v druge celice gostitelja (Cossart in sod., 1989). Te pore imajo 
lahko obliko prstana, so torej okrogle, lahko pa imajo obliko proteinskega loka, kjer en del 
pore tvori oligomer LLO različnih velikosti, drug del pa lipidi (Repp, 2002; Shaughnessy 
in sod., 2006; Podobnik in sod., 2015, Ruan in sod, 2016). V tej raziskavi smo želeli razviti 
nabor metod, s katerimi bi pripravili in analizirali oligomere LLO različnih oblik in 
velikosti, jih ločili med seboj v homogene skupine ter jih tako pripravili za njihovo 
nadaljnjo strukturno karakterizacijo.  
1.1. CILJI NALOGE 
LLO na membranah celic tvori oligomere različnih velikosti in oblik, ki se nato vgreznejo 
v membrano in tvorijo pore različnih oblik. Naš cilj je bil razviti metode, s katerimi bi 
lahko sledili nastanku teh oligomerov v različnih modelnih membranskih sistemih (t. j. 
eritrocitih, različnih liposomih). Za določanje različnih tipov oligomerov po ekstrakciji iz 
lipidnih membran smo želeli preizkusiti različne metode – od relativno preprostih, kot so 
različni tipi elektroforez, kot npr.  agarozna gelska elektroforeza ter NaDS-poliakrilamidna 
gelska elektroforeza, za določevanje in ločevanje različnih tipov LLO oligomerov pa tudi 
metodo ultracentrifugiranja v saharoznem gradientu. Strukturo nastalih oligomerov na 
membranah ter po ekstrakciji z membran in po ultracentrifugiranju smo želeli preveriti tudi 
s pomočjo presevne elektronske mikroskopije z negativnim senčenjem. 
1.2. DELOVNE HIPOTEZE 
Tvorbo transmembranskih por oziroma strukturiranih oligomerov LLO v različnih 
modelnih membranskih sistemih lahko sledimo s kombinacijo različnih pristopov, kot so 
elektroforeza, ultracentrifugiranje v saharoznem gradentu ter elektronska mikroskopija z 
negativnim senčenjem.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1. POROTVORNI TOKSINI  
Membrane so nujno potrebne pri določanju mej med celicami oziroma celičnimi organeli 
ter zagotavljanju funkcij vseh živih celic. Ker zagotavljajo meje in integriteto celice, 
predstavljajo idealno tarčno za napade iz drugih celic. Enega izmed načinov, kako 
poškodovati membrano, predstavljajo tako imenovani porotvorni proteini (angl. pore 
forming proteins, PFP), ki se vgradijo v membrano in vplivajo na njeno integriteto 
(Anderluh in sod., 2014). Porotvorno aktivnost PFP-jev lahko enostavno spremljamo z 
določanjem hemolize rdečih krvnih celic ali s sproščanjem laktat dehidrogenaz iz celic ter 
s pomočjo elektrofizioloških tehnik, kot je »metoda vpete krpice membrane« oz. angl. 
»patch-clamp« (Marchiretto in sod., 2013).  
Najboljše opisani člani skupine PFP-jev so poro-tvorni toksini (angl. pore-forming toxins, 
PFT). Glavna posebnost PFT-jev, kot tudi PFP-jev na splošno, je njihova sposobnost 
prehoda iz vodotopne oblike proteina v transmembransko vezano oligomerno obliko 
(Rosado in sod., 2008). PFT-ji so v naravi splošno razširjeni in jih najdemo v vseh 
domenah življenja (Gilbert in sod., 2013). Mnogi od njih so pomembni virulenčni 
dejavniki, ki pri bakterijah predstavljajo biokemijsko orožje za napad ali obrambo, pri 
vretenčarjih pa zagotavljajo obrambo pred patogeni in neželenimi celicami (Rojko in 
Anderluh, 2015). Več kot 25 % vseh citotoksičnih bakterijskih proteinov spada v skupino 
PFT in jih najdemo v praktično vseh pomembnih razredih patogenov (Köster in sod., 
2014). PFT-je delimo glede na zgradbo transmembranskega kanalčka pore, ki je lahko 
sestavljena iz ali skupka α-vijačnic ali β-sodčka, v dva razreda: α- ali β-PFT (Rosado in 
sod., 2008). 
2.1.1. MACPF/CDC naddružina proteinov 
MACPF (angl. membrane-attack complex/perforin) proteini so transmembranski poro-
tvorni proteini, ki so pomembni del imunskega sistema človeka ter virulence patogenov 
(Xu in sod., 2010). MACPF proteini so bili sprva definirani na osnovi podobnosti 
zaporedja med proteini MAC (angl. Membrane Attack Complex) komplementarnega 
sistema in perforina (angl. perforin, PF) (Lichtenheld in sod., 1988; Shinkai in sod., 1988; 
Tschopp in sod., 1986).  
CDC-ji sodijo v skupino PFT-jev. CDC-je določa njihova odvisnost od prisotnosti 
holesterola (angl. cholesterol, CHOL) v tarčnih membranah. Po vezavi na membrano, ki 
vsebuje CHOL, do 50 monomerov oligomerizira na površini membrane in tvori okroglo 
strukturo imenovano pred-pora, ki še ni popolnoma vgrajena v membrano. Nato v vsakem 
monomeru pride do znatnih konformacijskih sprememb, ki omogočijo, da na koncu vsak 
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monomer prispeva po dve β-zanki v velikem β-sodčku oligomerne transmembranske pore, 
ki v premeru presega 30 nm (Gilbert, 2005). 
Raziskave MACPF proteinov še posebej pa kristalne strukture Plu-MACP iz bakterije 
Photorhadbus luminescens (Rosando in sod., 2007), Bth-MACPF iz bakterije Bacteroides 
thetaiotaomicron (Xu in sod., 2010), MACP domene komplementarnih komponent C6 
(Aleshin in sod., 2012) in C8 (He in sod., 2011; Lovelace in sod., 2011; Slade in sod., 
2008) ter mišjega PF so pokazale, da je družina strukturno homologna družini CDC-jev 
(Rosado in sod., 2007; Hadders in sod., 2007), zato od takrat obe družini povezujemo v 
eno naddružino poro-tvornih proteinov MACPF/CDC (Gilbert in sod., 2013; Rosado in 
sod., 2007). Čeprav CDC-ji veljajo za citolitične proteine, vsi predstavniki MACPF/CDC 
naddružine nimajo litične aktivnosti (Anderluh in in sod., 2014). 
2.2. OD HOLESTEROLA ODVISNI CITOLIZINI 
CDC-ji so družina PFT-jev, katerih porotvorna aktivnost je odvisna od prisotnosti 
holesterola v membranah celice (Howard in sod., 1953). V lipidnih membranah, ki jih 
sestavljata samo fosfatidilholin (angl. phosphatidylcholine, POPC) in CHOL, je za vezavo 
CDC-jev kot so npr. streptolizin O (angl. streptolysin, SLO) (Rosenqvist in sod., 1980), 
perfringolizin (angl. perfringolysin, PFO) (Ohno-Iwashita in sod., 1992, Heuck in sod., 
2000) in LLO (Bavdek in sod., 2007) potrebna vsaj 30 do 40 % koncentracija CHOL. 
CHOL ima v evkariontskih membranah pomembno vlogo, saj vpliva na njihove fizične 
lastnosti in posledično na organizacijo membrane in tvorbo lipidne faze. Prav tako regulira 
fluidnost membrane in vpliva na njeno prepustnost za majhne molekule (Pan in sod., 2008; 
Róg in sod.. 2009). V celicah sesalcev se holesterol zagotavlja bodisi z endocitozo, ki jo 
mediira nizko-gostotni lipoproteinski receptor ali pa celice holesterol pridobijo v naknadni 
hidrolizi znotraj liposomov ali preko de novo biosinteze v endoplazemskem retikulumu 
(Reboul in sod., 2014).  
Skupna lastnost CDC-jev je sposobnost vzpostavljanja velikih, v membrane vgreznjenih 
por. Nastanek por je povezan z različnimi toksičnimi funkcijami. Veliko CDC-jev sproži 
lizo tarčnih celic in aktivira apoptotsko kaskado, ki sproži celično smrt. Število celic, ki so 
po zastrupitvi podvržene procesu celične smrti, je odvisno tako od samega CDC-ja, kot 
tudi od gostiteljske celice. Gostiteljske celice sicer lahko preživijo, kadar so izpostavljene 
majhnim, sublitičnim koncentracijam LLO (Cassidy in O´Riordan, 2013). 
2.2.1. Razširjenost CDC-jev 
CDC-ji so bili sprva identificirani v številnih Gram-pozitivnih bakterijah rodov Bacillus, 
Clostridium, Streptococcus in Listeria, pri katerih so povezani z invazijo in replikacijo 
znotraj živalskih gostiteljev (Felsenstein, 1997; Tweten, 2005). Prisotni so tudi pri rodovih 
Arcanobacterium, Gardnerella, in Lactobacillus (Hotze in Tweten, 2012), poleg tega pa so 
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jih odkrili tudi pri Gram negativnih bakterijah kot sta Desulfobulbus propionicus in 
Enterobacter lignolyticus (Hotze in Tweten, 2012; Hotze in sod., 2013). 
2.2.2.  Struktura CDC-jev 
Walker in sod. (1987) so predstavili prvo znano tridimenzionalno strukturo CDC-ja in sicer 
toksina pneumolizina (angl. pneumolysin, PLY), izoliranega iz Streptococcus pneumnoae. 
Hkrati so Kehoe in sod. (1987) predstavili še strukturo SLO, ki so ga izolirali iz 
Streptococcus pyogenes. Od takrat je sledil razcvet na področju določanja 
tridimenzionalnih struktur CDC-jev - od kristalne strukture PFO (Rossjon in sod., 1997), 
suilizina (angl. suilysin, SLY) (Xu in sod., 2010) do kristalne strukture LLO (Köster, in 
sod., 2014). 
Bakterijske Gram-pozitivne celice CDC-je izločijo v obliki vodotopnih monomerov 
večinoma s pomočjo signalnega peptida tipa II (povzeto po Hotze in Tweten, 2012). 
Molekulska masa zrelega CDC proteina je med 50 in 72 kDa – odvisno od dolžine 
njegovega N-terminalnega dela (Marchioretto in sod., 2013). Molekulo CDC-jev 
sestavljajo 4 domene (Slika 1), vsaka od teh ima v procesu nastajanja pore določeno vlogo 
(Gilbert, 2005; Tweten, 2005). Domena 4 (D4) je ključna pri vezavi proteina na lipidno 
membrano, domena 1 (D1) pa je ključna pri vzpostavljanju stikov med monomeri. Domena 
3 (D3) sodeluje pri nastanku končne oblike transmembranskega β-sodčka, domena 2 (D2) 
pa je vključena v povezovanje struktur, ki zagotavljajo fleksibilnost, potrebno v času 
nastajanja pore (Gilbert, 2005; Hotze in Tweten, 2012).  
 
Slika 1: Kristalna struktura LLO (PDB ID: 4cdb) iz L.monocytogenes. Monomer LLO sestavljajo štiri 
domene (D1, D2, D3 in D4). Z vijolično barvo je označen undekapeptid, ki je pomemben pri vezavi proteina 
na membrano celice. Struktura je bila pripravljena v programu Pymol. 
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Heuck in sod. (2010) so s poravnavo aminokislinskih zaporedij pokazali, da obstaja med 
člani družine CDC-jev visoka stopnja identičnosti (od 28 % do 99 %) in podobnosti (> 45 
%). To nakazuje na to, da znotraj družine obstaja velika ohranjenost aktivnosti in tri-
dimenzionalne zgradbe. Ena izmed skupnih lastnosti CDC-jev je strukturni motiv, ki ga 
sestavlja 11 aminokislin (ECTGLAWEWWR) in se nahaja v D4 proteina.  
2.2.3. Nastanek por CDC-jev 
CDC-ji tvorijo do zdaj največje znane pore v membranah tarčnih celic, ki lahko v premeru 
presežejo tudi 40 nm (Anderluh in Lakey, 2008; Hotze in Tweten, 2012). Heterogena 
velikost oligomerov, t. j. por in proteinskih lokov, je znana lastnost CDC-jev (Badwey in 
sod., 1984;; Feldman in sod., 1990, Dessing in sod., 2009; Podobnik in sod., 2015; Ruan in 
sod., 2016; Kisovec in sod., 2017).  
Patogena bakterija CDC monomer izloči v okolico v topni obliki. Monomeri se nato 
povežejo in tvorijo poro. Splošen mehanizem tvorbe pore znotraj MACPF/CDC 
naddružine vključuje tri faze: 1) vezavo monomera na skupino glave holesterola v 
membrani celice, ki poteka preko D4, 2) oligomerizacijo na membrani (tvorba predpore), 
ki jo mediirajo D1, D2 in D3 (Dal Peraro in van de Goot, 2016; Dunstone  in Tweten., 
2012), 3) rotacijo D2 in relokacijo D1 in D3 proti membrani ter 4) dva snopa alfa vijačnic 
v D3 se reorganizirata v par amfifilnih transmembranskih β-zank, ki se nato vgradijo v 
membrano in tvorijo β-sodček (povzeto v van Pee in sod., 2016).  
Podobnik in sod. (2015) so pokazali, da je profil ionske prevodnosti skozi poro LLO 
odvisen od pH, premer por pri pH vrednostih med 5.5 in 7.4 pa se ne spremeni. Za 
prevodnost je odgovoren histidinski ostanek H311, ki je značilen samo za LLO in se 
nahaja v D3, ki se tekom vgradnje LLO v membrano, konformacijsko spremeni. Ugotovili 
so tudi, da LLO ne tvori popolnih okroglih pred-por kot PFO in SLY. Prav tako so pore 
LLO zelo fleksibilne – okrogle pore in loki se združujejo v pore neenakih oblik in veliko 
večjih velikosti kot so prstanu-podobni oligomeri. To kaže na to, da LLO ne tvori zgolj 
klasičnih obročastih por, marveč lahko le te  spreminjajo velikost in obliko, odvisno od 
okoljskih pogojev, kot sta lipidna sestava ter pH (Podobnik in sod. 2016;Ruan in sod., 
2016). 
2.2.3.1. Vezava CDC-jev na membrano 
Evolucijski razvoj vseh PFT-jev je potekal na način razvoja molekul, ki tarčno delujejo na 
specifične lipidne membrane, pri čemer se vežejo na izpostavljene molekularne 
komponente površine gostiteljskih celic, npr. na proteine, sladkorje ali lipide (Anderluh in 
Lakey, 2010). Pri CDC-jih specifične vezave omogočajo aminokislinski ostanki na eni od 
zank na spodnjem C-terminalnem delu D4 (Soltani in sod., 2007). Tako se običajno 
predstavniki družine CDC-jev na tarčno membrano z visokim deležem holesterola vežejo 
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preko D4, pri intermedilizinu (angl. intermedilysin, ILY) pa je za vezavo potrebna dodatna 
interakcija med D4 in celičnim površinskim receptorjem CD59 (Giddings in sod., 2004; 
Johnson in sod., 2013).  
Na nastanek por CDC-jev pomembno vpliva lipidna sestava (Praper in sod., 2011; Ruan in 
sod., 2016). Ker CHOL deluje kot receptor CDC-jev, je dolgo veljalo prepričanje, da 
lipidni rafti - posebna membranska območja, obogatena z določenimi snovmi, npr. 
holesterolom in proteini – predstavljajo primarno mesto vezave LLO na CHOL (Rojko in 
Anderluh, 2015). Raziskave, ki so podale različne odgovore na vlogo lipidnih raftov, so 
sprožile tudi dvom o dejanskem obstoju raftov (Lichtenberg in sod., 2005; Lingwood in 
Simons, 2010, Simons in Gerl., 2010). Dostopnost CHOL nadzorujejo dimnezije lipidnih 
glav skupaj z dolžino acilnih verig in nasičenostjo membran s CHOL (Flanagan in sod., 
2009). Tako se PFO ne veže na s SM/CHOL obogatene regije membran, kadar je CHOL 
tesno povezan pod polarnimi glavami SM (Heuck in sod., 2007).  
Sprva so sklepali, da je za vezavo toksina na s holesterolom bogato domeno celične 
membrane ključen undekapeptid (Michel in sod., 1990). Mutageneza PFO, SLO in PLY je 
pokazala, da sta za vezavo na holesterol ter za hemolitsko aktivnost ključna dva 
aminokislinska ostanka v zanki 1 v D4, kjer se pri LLO nahajata Thr515 in Leu516 
(Farrand in sod., 2010; Seveau, 2014). Köster in sod. (2014) so ugotovili, da je za vezavo 
in prepoznavo na s holesterolom bogate dele membrane ključna undekapaptidna sekvenca 
ter zanke (L1-L2).  
 
Slika 2: Prikaz Trp ostankov v proteinu LLO (prirejeno po Kozorog, 2018). 
Kozorog in sod. (2018) so nedavno pokazali vlogo različnih Trp ostankov pri vezavi na 
holesterol (Slika 2). Kar šest od sedmih Trp ostankov se pri LLO nahaja znotraj D4, eden 
pa se nahaja v D1. Z mutagenezo različnih Trp ostankov so pokazali, da je W189, ki je v 
D1, verjetno vključen v interakcijo med monomeri v pori, W512 in W489 pa v interakcije 
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LLO z membrano. W512, ki se nahaja blizu T515 in L514 v zanki 1 je verjetno povezan z 
vezavo CHOL. W489 naj bi bil tudi pomemben pri nastajanju pore, pri tem je verjetno 
vključen v oligomerizacijo monomerov preko L461 sosednjih monomerov. Prav tako so v 
tej raziskavi pokazali, da Trp ostanki verjetno niso povezani z neposredno prepoznavo 
holesterola, pač pa sodelujejo pri vezavi LLO na membrano ter ostalih korakih nastanka 
pore.  
2.2.3.2. Oligomerizacija CDC-jev 
Oligomerizacija CDC-jev poteka tako, da se na membrano vezani monomeri med sabo 
povežejo in tvorijo pred-porno strukturo (Tilley, 2005; Hotze, 2001). Pred-pore imajo 
lahko strukturo proteinskega loka ali kroga (Tilley, 2005; Podobnik in sod., 2015; Ruan in 
sod.., 2015; Mulvihill in sod., 2015; Del Peraro in van der Goot, 2016). PFO oligomerizira 
na površini membrane in tvori okrogle pore, medtem ko lahko LLO tvori tako okrogle 
pore, kot tudi proteinske loke dolžine 50 nm (Mulvihill in sod., 2015; Podobnik in sod., 
2015; Ruan in sod., 2016). Ti proteinski loki se lahko nato zlivajo med sabo in tvorijo 
supramolekularne strukture (Podobnik in sod., 2015; Ruan in sod., 2016).  
2.2.3.3. Vgradnja CDC-ja v membrano in nastanek pore 
V zadnji fazi nastanka pore pride do znatnih konformacijskih sprememb v strukturi 
proteina, ki omogočijo vgradnjo v lipidni dvosloj. Pred-pore na površini nepoškodovane 
membrane so nujne za nastanek β-sodčka. Vsak monomer pred-pore razvije dva snopa α-
heliksov, da nastaneta dve β-zanki. Povezava amfipatičnih regij teh β-zank znotraj dvosloja 
omogoči nastanek pore v obliki velikega β-sodčka (Reboul in sod., 2014). Zadnji korak v 
nastanku pore predstavlja vgradnja in prenos β-sodčka skozi membranski dvosloj. Pri tem 
so pomembne fizikalne lastnosti membrane, npr. njena fluidnost, ki lahko celo vplivajo na 
lastnosti končne pore (Rojko in Anderluh, 2015). Tako LLO tvori večje pore, ki imajo 
manj šumov v organiziranih membranah, ki jih sestavljata npr. POPC/CHOL (Podobnik in 
sod., 2015), v bolj fluidnih membranah pa LLO tvori majhne pore (Bavdek in sod., 2007). 
Manjše strukture (proteinski loki in reže), ki jih tvori LLO so Podobnik  in sod. (2015) 
povezali z nastankom manjših por in kanalov, ki bi lahko pojasnili vlogo LLO pri 
induciranju pretoka zunajceličnega kalcija (Repp, 2002) in zorenju fagosomov 
(Shaughnessy in sod., 2006; Köster, 2014). 
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Slika 3: Model nastanka pore CDC-ja pneumolizina (prirejeno po van Pee in sod., 2017), kjer pride pri 
prehodu pri vgradnji CDC-ja v membrano, t. j. pri prehodu iz zgodnje v pozno pred-poro do rotacije domene 
2 (za 90°). 
Prve raziskave s krio-elektronsko mikroskopijo (krio-EM) (Tilley in sod., 2005) in 
mikroskopijo atomske sile (AFM) (Czajkowsky in sod., 2004) so pokazale spremembo v 
višini predpore ob vgradnji v membrano, kar naj bi bila posledica sesedanja ali razvijanja 
D2. Van Pee in sod. (2017) pa so pokazali, da je sprememba višine posledica rigidne 
rotacije D2 za 90° (Slika 3A). Struktura D2 ostane pri tem nespremenjena, povzroči pa 
približanje D3 k površini membrane. Dva snopa α-vijačnic znotraj D3 se ob prehodu iz 
pred-pore v poro pretvorita v amfipatično β-ravnino, ki se nato vgradi v dvosloj 
(Czajkowsky in sod., 2004). AFM s časovnim zamikom opravljena na proteinih PLY (van 
Pee in sod., 2016) ter LLO (Mulvihill in sod., 2015) na planarni membrani, je pokazala, da 
sprememba višine najverjetneje ni neposredno povezana z nastankom pore.  
2.3. LISTERIA MONOCYTOGENES 
Bakterija L. monocytogenes je splošno razširjena, Gram-pozitivna bakterija. Prenaša se s 
hrano in je odgovorna za življenjsko ogrožajoče okužbe pri ljudeh in živalih (Farber in 
Peterkin, 1991). Bakterija je fakultativni znotrajcelični patogen, ki je sposoben vstopa in 
podvajanja v tako »pravih« (Mackaness, 1962) kot tudi »nepravih« fagocitih, kot so 
epitelne celice (Gaillard in sod., 1987), endotelne celice (Drevets in sod., 1995) ali 
hepatocite (Wood in sod., 1993; DiDonato in sod., 1997). Bakterija je bila prvič izolirana 
iz obolelih zajcev leta 1926 (Murray in sod., 1926). 
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Geni, ki kodirajo glavne virulentne dejavnike bakterije L. monocytogenes se v večini 
nahajajo na dveh različnih kromosomalnih lokusih: t. i. virulenčni lokus, kjer se nahajajo 
geni hly, ki kodirajo LLO (te gene nadzira pleiotropični regulatorni aktivator, PrfA) ter 
lokus inlAB, ki ga prav tako delno nadzira PrfA. Opisani so štirje eksotoksini, ki jih 
proizvaja L. monocytogenes: PlcA, PlcB, LLO in tiazol/okazol-modificiran toksin 
streptolisin S (Milohanic in sod., 2003). LLO je ključen za spodbujanje pobega bakterije iz 
fagosomalnega kompartmenta v citoplazmo. Inaktivacija genov hyl vodi v izgubo 
hemolitične aktivnosti, blokado fagosomalnega pobega in popolno avirulenco v mišjih 
modelih z okužbo (Gaillard in sod. 1987; Glomski in sod., 2002; Lety in sod., 2002). 
Interakcijo L. monocytogenes z gostiteljsko celico (Slika 4) lahko konceptualno razdelimo 
v 4 korake: povezavo z gostiteljsko celico in internalizacijo, pobeg iz primarne vakuole, 
prevzem aktina gostiteljske celice ter razširjanje iz celice v celico. Povezava L. 
monocytogenes z gostiteljsko celico lahko poteka preko različnih receptorjev, odvisno od 
celičnega tipa (Kuhn in Goebel, 1998). Tekom internalizacije (vstopa v celico) nastane 
fagosom, ki se zlije z zgodnjimi endosomalnimi razdelki gostiteljske celice (Alvarez-
Dominguez in sod., 1996). Odvisno od tipa gostiteljske celice, določen del bakterij 
pobegne iz zgodnjih fagosomalno-endosomalnih razdelkov (primarnih vakuol) v citosol, 
kjer bakterije uporabijo aktinski citoskelet gostiteljske celice za širjenje v sosednje celice. 
Po tem, ko se bakterije razširijo iz ene celice v drugo, se bakterije nahajajo v vakuolah z 
dvojno membrano iz katerih ponovno pobegnejo in ponovijo cikel (Tilney in Portnoy, 
1989). 
 
Slika 4: Mehanizem širjenja L. monocytogenes s pomočjo različnih virulenčnih dejavnikov: InlA (internalin 
A), InIB (internalin B), LLO (listeriolizin), PI-PLC (fosfatidilinozitol-specifična fosfolipaza C), PC-PLC 
(širokospecifična fosfolipaza C), ActA (protein, ki sproži polimerizacijo aktina), Inlk (internalinu podoben 
protein), F-aktin (fibrilarni aktin) in InlC (internalin C) (prirejeno po Seveau, 2014). 
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2.3.1. Listerioza 
Bakterija L. monocytogenes povzroča listeriozo, ki je resna bolezen (Swaminathan in 
Gerner-Smidt, 2007). Vir in način okužbe običajno povezujemo s hrano, ki vsebuje 
bakterijo. Največji delež primerov listerioze se pojavi pri posameznikih, ki se že soočajo z 
drugimi bolezenskimi stanji, ki vodijo v zaviranje s T-celicami mediirane imunosti (npr. 
bolniki z AIDS-om itd.), pri starejših, kjer lahko L. monocytogenes povzroči bakteriemijo, 
meningitis, encefalitis, okvare jeter ter okužbe na srcu ter pri nosečnicah. Pri slednjih se 
običajno pojavijo zgolj blagi simptomi okužbe, je pa resnost bolezni mnogo večja pri 
razvijajočem se plodu, kar se lahko izrazi v splavu, prezgodnjem porodu, rojstvu mrtvega 
otroka ali pa resnih okužbah novorojenčka (Poulsen in Cziprynski, 2013). 
2.4. LISTERIOLIZIN 
Protein LLO proizvaja bakterija L. monocytogenes, ki po vstopu v celico (s fagocitozo) 
potrebuje dejavnik, ki ji omogoči pobeg iz vakuole v citosol ter razširjanje v druge celice 
(Portnoy in sod., 1992; Birmingham in sod., 2008). Mutirane bakterije, ki nimajo LLO, ne 
morejo pobegniti iz vakuole in so popolnoma avirulentne (Cossart in sod., 1989). Ko so 
protein LLO sintetizirali v bakteriji Bacillus subtilis, je tudi ta, sicer zunajcelična 
nepatogena bakterija, pridobila sposobnost pobega iz vakuole in rasti v citosolu (Bielecki 
in sod., 1990).  
Protein LLO je 56 kDa velik protein, ki se sintetizira v obliki prekurzorske molekule, ki jo 
sestavlja 529 aminokislinskih ostankov. Na N-terminalnem delu molekule se nahaja 
signalna sekvenca (Mengaud in sod., 1988). Po odcepitvi signalne sekvence se zrel protein 
sprosti v okolico v obliki monomera (Geoffroy in sod., 1989). Kristalno strukturo LLO so 
določili Köster in sod. (2014) (Slika 5).  
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Slika 5: Kristalna struktura LLO z označenim undekapeptidom (A) in (B) povečano predstavljene D4 ter D2 
in D3 (prirejeno po Köster in sod., 2014). 
LLO se od ostalih CDC-jev razlikuje po t. i. PEST-podobnem zaporedju (t. j. regija bogata 
s prolinom, glutamatom, serinom in treoninom) (Decatur in Portnoy, 2000). Regija ima 
vlogo pri razdelitvi proteina v razdelke celice ter pri regulaciji, ki omejuje poro-tvorno 
aktivnost proteina zgolj na območje vakuol gostiteljskih celic. Zaporedje vključuje 
aminoksilinske ostanke od 39 do 51 in je dobro poznano. Manj poznana pa je struktura 
zaporedja aminokislinskih ostankov 25 – 38, ki se imenuje poliprolinska vijačnica tipa II 
(PPII) (Slika 5) in je izrazito fleksibilna. V proteinu LLO se nahaja neposredno nad D1 
(Slika 5A). PPII sodeluje pri stabilizaciji dolge α1 vijačnice, ki je povezana z α9 in α10 
vijačnicama, ki sta značilni za bakterijske vrste Listeria (Köster in sod., 2014). PPII-heliks 
je pri proteinih sicer pogosto vključen v interakcije protein-protein (Adzhubei in sod., 
2013). Odstranitev PEST-zaporedja ima majhen vpliv na aktivnost LLO in sposobnost 
pobega iz vakuole (Decatur in Portnoy, 2000). Tekom okužbe je nekaj ostankov znotraj 
PEST-regije fosforiliranih (Schnupf in sod., 2006). Chen in sod. (2018) so pokazali, da 
PEST-zaporedje interaktira s Ap2a2 proteinom gostitelja in sproži odstranitev LLO iz 
plazemske membrane, pri čemer se omeji poškodbe gostiteljske celice. Na ta način LLO 
prepreči citotoksičnost in smrt gostiteljske celice. 
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2.4.1. pH odvisnost LLO 
Posebnost LLO je njegova porotvorna aktivnost, ki je odvisna od pH. LLO učinkovito 
deluje v različnih okoljih. Tako v fagosomalnih membranah, kjer je pH nizek, kot tudi na 
nivoju plazemske membrane, kjer je izpostavljen fiziološkemu pH (Beauregard in sod. 
1997; Bavdek in sod., 2007; Birmingham in sod., 2008; Shaughnessy in sod., 2006; Vadia 
in sod., 2011). Aktivnost LLO je sicer največja pri kislem pH, medtem ko pri nevtralnem 
pH protein ob odsotnosti membrane običajno agregira, kar omejuje njegovo aktivnost v 
citosolu (Schuerch in sod., 2005; Bavdek in sod., 2007). Optimalno delovanje v kislem pH 
omogoča pH senzor (Slika 6), ki ga sestavljajo trije kisli ostanki: D208 (asparaginska 
kislina), E427 (glutaminska kislina) in D320 (asparaginska kislina) in se nahajajo na D3 
(Schuerch in sod., 2005; Köster in sod., 2014). Portnoy in sod. (1988) so pokazali, da 
zamenjava ene aminokisline na undekapeptidu (L461 T – levcin 461 v treonin), poveča 
LLO aktivnost pri nevtralnem pH, pri tem pa ne vpliva na fagosomalni pobeg L. 
monocytogenes. Hkrati mutacija povzroči do 100-kratno izgubo virulence, saj povzroči 
prezgodnjo permeabilizacijo okuženih gostiteljskih celic. Sklepa se, da je kisel pH 
optimum LLO tako omejen na citolitično aktivnost znotraj fagosoma (Glomski in sod., 
2002). 
 
Slika 6: Aminokislinski ostanki proteina LLO ključn i za njegovo pH odvisnost (D208 (oranžno), E247 
(modro), D320 (vijolično) in L461 (rdeče). Struktura je bila izdelana v programu Pymol. 
Ruan in sod. (2016) so preverjali različne pH pogoje in aktivnost LLO. Pri kislem pH (pH 
5.6) gre LLO skozi celoten prehod iz predpore v poro, pri čemer nastanejo poškodbe na 
membrani. Poškodbe membrane so potrdili tudi pri nevtralnem pH (pH 7.6), definirani 
pred-porni oligomeri pa niso nastali. Pri bazičnih pogojih (pH 9.6) je bil LLO neaktiven, 
prav tako ni prišlo do poškodb na membrani.  
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Aromatični ostanek Y406 se nahaja na območju med D2 in D3, kjer prispeva k stabilnosti 
povezave obeh domen preko ionskih in hidrofilnih interakcij (Köster in sod., 2014). 
Kisovec in sod. (2017) so pokazali, da mutante LLO Y406A poro-tvorno aktivnost 
ohranijo samo pri nizkem pH in tako dokazali alosteričen učinek tega aminokislinskega 
ostanka na pH senzor. 
2.4.2. Odvisnost LLO od količine holesterola 
Ruan in sod. (2016) so preverjali odvisnost aktivnosti LLO od holesterola. Pri inkubaciji 
LLO z lipidinimi vezikli (0 % holesterola) do poškodb membrane ni prišlo – membrana je 
bila odporna na LLO. Meja občutljivosti membrane na LLO je bila pri 10 % koncentraciji 
holesterola, ko sicer ni prišlo do nastanka LLO proteinskih lokov, je pa LLO deloval kot 
lineaktant. Oligomerizacijo LLO so potrdili, ko so lipidni vezikli vsebovali 20 % delež 
holesterola. Potrdili so tako tvorbo proteinskih lokov, kot tudi prehod iz predpore v poro. 
40 % delež holesterola v sestavi lipidnih veziklov je aktivnost LLO še pospešil. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1. MATERIAL 
3.1.1. Kemikalije 
Proizvajalec večine kemikalij in materialov uporabljenih za pripravo te magistrske naloge 
je Sigma-Aldrich (ZDA). 
Kemikalije, ki niso od tega proizvajalca so predstavljene v Preglednici 1. 
Preglednica 1: Seznam kemikalij uporabljenih v poskusih. 
PROIZVAJALEC KEMIKALIJE 
Avanti Polar Lipids, ZDA 
POPC 
CHOL 
BD, ZDA 
Bacto™ Tryptone (BD, ZDA),  
Bacto yeast extract 
Biorad, ZDA Precision Plus ProteinTM Unstained Standard 
Carlo Erba Reagenti, Italija glicerol  
Life Techologies, ZDA 
elektroforezni pufer 1X NuPAGER MES SDS 
Running Buffer 
Invitrogen NativePage Sample Buffer (4x) 
Novex® Sharp Unstained standard 
SilverQuest™ Staining Kit 
Simply BlueTM SafeStain 
vzorčni pufer (4X) NuPAGER LDS Sample Buffer 
Kemika, Hrvaška saharoza 
Merck, Nemčija 
natrijev fosfat (KH2PO4 in K2HPO4) 
izopropanol 
NaCl 
Wako Chemicals, ZDA 
encimski test za določanje koncentracij CHOL in 
POPC 
3.1.2. Bakterijski sevi 
Za ekspresijo LLO smo uporabili sev BL21(DE3)pLysS bakterijskega ekspresijskega 
sistema Escherichia coli. 
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3.1.3. Plazmidi 
Pri delu smo kot vektor rekombinantnega proteina LLO uporabili plazmid pPROEXHTb 
Y416A (1) z vstavljenim zapisom za divji tip LLO. 
 
3.1.4. Gojišča 
Preglednica 2: Uporabljena gojišča za gojenje bakterijskih kultur. 
GOJIŠČE SESTAVA 
Trdo LB gojiče 
0,5 % (m/V) kvasni ekstrakt, 
1 % (m/V) tripton, 
1 % (m/V) NaCl, 
agar (15 mg/ml) 
MQ do želenega volumna 
TB GOJIŠČE 
2,4 % (m/V) kvasni ekstrakt, 
1,2 % (m/V) tripton, 
0,4 % (V/V) glicerol 
MQ do želenega volumna 
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3.1.5. Pufri, raztopine 
Preglednica 3: Seznam in sestava pufrov oz. raztopin za transformacijo in rast celic. 
PUFER SESTAVA 
Fosfatni pufer 
0,17 M KH2PO4 
0,72 M K2HPO4 
Končni pufer 
900 ml TB  
100 ml fosfatnega pufra  
(avtoklaviraj 20 min pri 15 psi) 
Pufer za pripavo začetne bakterijske 
kulture 
45 ml TB gojišča 
5 ml fosfatnega pufra 
100 µL AMP 
50 µL CAM 
Raztopina za rast celic 
955 ml TB gojišča  
50 ml fosfatnega pufra 
2 ml AMP (c = 34 mg/ml) 
1 ml CAM (c = 50 mg/ml) 
3 – 4 kapljice protipenilca 
10 ml starter raztopine 
Lizni pufer 
50 mM Tris (pH 7.3) 
250 mM NaCl 
10% (V/V) glicerol 
Indukcija celic  1 ml IPTG 
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Preglednica 4: Seznam in sestava pufrov za izolacijo LLO. 
PUFER  SESTAVA 
Pufri za NiNTA I 
Pufer A (1000 ml): 
50 mM Na-fosfat (pH 6.5) 
250 mM NaCl 
Pufer B (500 ml) 
50 mM Na-fosfat (pH 6.5) 
250 mM NaCl 
300 mM imidazol 
Dializni pufer 
Dializni pufer (3 L + 250 ml) 
30 mm Na – fosfata (pH 6.5) 
150 mM NaCl 
NiNTA II 
Pufer za nanos II 
50 mm Tris (pH 7,0) 
250 mM NaCl 
5 % (V/V) glicerol 
Dializni pufer (250 ml) 
30 mm Na – fosfata (pH 6.5) 
150 mM NaCl 
Končni pufer 
20 mM MES (pH 5.7) 
150 mM NaCl 
 
Preglednica 5: Sestava pufra za preverjanje hemolitične aktivnosti LLO. 
PUFER SESTAVA 
Eritrocitni pufer (pH 7.4) 
Tris (20 mM) 
NaCl (140 mM) 
 
Preglednica 6: Seznam in sestava pufrov za pripravo in meritve sestave MLV-jev in LUV-ov. 
PUFER SESTAVA 
Pufer za MLV-je (pH 5.5) 
10 mM MES, 
150 mM NaCl 
DLS pufer (pH 5.7) 
20 mM NaH2PO4/Na2HPO4 
150 mM NaCl 
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Preglednica 7: Seznam in sestava  pufrov za izvajanje BN-PAGE. 
PUFER SESTAVA 
Elektroforezni pufer za BN-PAGE 
760 ml MQ 
40 ml 20x NativePAGE Running Buffer 
(shranimo na 2-8 °C) 
Katodni pufer za BN-PAGE 
190 ml elektroforeznega pufra za BN-
PAGE 
10 ml 20x NativePage Cathode Buffer 
(shranimo na 2-8 °C) 
 
Preglednica 8: Seznam in sestava pufrov za izvajanje proteinske agarozne elektroforeze. 
PUFER SESTAVA 
Elektroforezni pufer TBE 
10, 8 g/L Tris-baza 
5,5 g/L borova kislina 
4 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) 
Do 1 L dH2O 
Vzorčni pufer brez NaDS  
10 mg bromfenol modrega 
4 ml glicerola 
Do 10 ml napolnimo z elektroforeznim 
pufrom TBE 
Elektroforezni pufer po Shepard in sod. 
(2000) 
25 mM Tris 
192 mM glicin (pH 8.3) 
Izbirno: 0,1 % NaDS 
Vzorčni pufer (5X) po Shepard in sod. 
(2000) 
25 mM Tris 
192 mM glicin (pH 8.3) 
0,1% bromfenol modro 
40 % glicerol 
Izbirno: 25 % NaDS 
Raztopina za fiksiranje po Shepard in 
sod. (2000) 
10 % (V/V) ocetna kislina 
30 % (V/V) etanol 
Raztopina za barvanje po Shepard in 
sod. (2000) 
0, 2 % (m/V) Coomasie Brilliant Blue R 
Raztopina za fiksiranje po Shepard in sod. 
(2000) 
Razbarvanje po Shepard in sod. 
10 % (V/V) ocetna kislina 
30 % (V/V) etanol 
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Preglednica 9: Seznam in sestava  pufrov za pripravo saharoznega gradienta. 
PUFER SESTAVA 
Fosfatni pufer 5 mM Na-fosfata (pH 8.0) 
Fosfatni pufe z DOC 
5 mM fosfatni pufer 
250 mM DOC 
Saharozna raztopina (pH 8.2) 
5 mM Tris-HCl 
25 mM NaCl 
6,25 mM DOC 
Ustrezna količina saharoze (odvisno od 
koncentracije) 
 
Preglednica 10: Seznam in sestava raztopin za izvedb barvanja gelov s srebrom. 
PUFER SESTAVA 
Raztopina za fiksacijo 
40 ml etanol 
10 ml ocetna kislina 
50 ml MQ 
Etanolna raztopina 
30 ml etanol 
70 ml MQ 
Raztopina za senzibilizacijo 
30 ml etanol 
10 ml senzibilizatorja (Sensitizer, Silver 
Quest Invitrogen) 
60 ml MQ 
Raztopina za barvanje 
1 ml barvila (Stainer, Silver Quest 
Invitrogen) 
99 ml MQ 
Raztopina razvijalca 
10 ml razvijalca (Developer, Silver 
Quest Invitrogen) 
1 kapljica ojačevalca (Developer 
enchancer, Silver Quest Invitrogen) 
99 ml MQ 
Raztopina ustavljalca 
10 ml ustavljalca (Stopper solution, 
Silver Quest Invitrogen) 
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3.1.6. Laboratorijska oprema 
Pri delu smo uporabljali naslednjo laboratorijsko opremo: 
• spektrofotometer Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 (ThermoFisher Scientific, 
ZDA),   
• mikrotiterna plošča za hemolizo Costar 3596 (Corning Incorporated, ZDA),   
• avtomatska (multikanalna) pipeta (Sartorius Biohit, Nemčija),  
• inkubator (Kambič, Slovenija),  
• avtoklav (Kambič, Slovenija),  
• pipete za različne volumne vzorcev (Eppendorf, Nemčija),  
• falkonka (14 ml, ravno dno),  
• čitalec mikrotiternih plošč Synery MX (BioTek, ZDA),  
• računalniška oprema Gen5 (BioTek, ZDA),  
• goveji in ovčji eritrociti (Veterinarska fakulteta Univerze v Ljubljani, Slovenija),  
• steklena ali plastična kapalka (različni proizvajalci),  
• steklovina (različni proizvajalci), 
• odpad za tipse,  
• kompetentne celice: BL21(DE3)pLysS;  
• plazmid (pPROEXHTb Y416A (1)),  
• stekleni trikotnik za razmaz po plošči z gojiščem,   
• različne centrifuge:  
o centrifuga Avanti J-E Centrifuge (Beckman Coulter, ZDA),  
o centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R (Eppendorf, Nemčija),  
o centrifuga Rotina 35 R (Hettich, Nemčija),  
o ultracentrifuga Beckman Coulter, Optima ™ L-100XP (Beckman Coulter, 
ZDA),  
• rotor BECKMAN COULTER, 50 Ti (Beckman Coulter, ZDA),  
• sonikator Ultrasonic Processor (Cole-Parmer, ZDA),  
• termoblok CH-100 (Biosan, Latvija),  
• elektroforezna celica Xcell SureLockTM Invitrogen (Life technologies, ZDA),  
• gel NuPAGER Novex z  4 – 12 % zamreženostjo (Life technologies, ZDA),  
• elektroforezni gel NativePAGE 3-12 % Bis-Tris Mini Gel (Life technologies, 
ZDA), 
• ekstrudor LiposoFast (Avestin, Kanada),  
• dializno črevo Fisherbrand Dialysis Tubing 10.000-12.000 MWCO (ThermoFisher 
Scientific, ZDA),  
• kolona NiNTA Superflow (Qiagen, Nemčija),  
• AmiconUltra 30K koncentratorji (Millipore, ZDA),  
• kromatografski sistem Äkta FPLC (Amersham Biosciences, Velika Britanija),  
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• rotavapor R215 (Büchi, Švica),  
• steklene kroglice (Scientific industries, ZDA),  
• 100 nm Polycarbonate Membrane (Avestin, Kanada),  
• naprava za merjenje DLS Zetasizer NanoZS (Malvern, VB),  
• program Zestasizer v7.03 (Malvern, VB). 
• presevni elektronski mikroskop Philips CM 100. 
 
3.2. METODE 
3.2.1. Transformacija in rast celic 
Za transformacijo smo uporabili kompetentne celice (BL21(DE3)pLysS), ki smo jih po 
odvzemu iz zamrzovalnika 10 minut inkubirali na ledu, ki ohrani kompetentnost celic. 
Nato smo celicam dodali 1µL plazmida pPROEXHTb Y416A (1), ki ima vstavljen zapis 
za divji tip LLO (wt LLO), vse skupaj rahlo pomešali in mešanico 10 minut inkubirali na 
ledu. Sledil je toplotni šok, pri čemer smo epruveto z mešanico prestavili v toplotno kopel 
(42 °C, 90 sekund). Nato smo epruveto takoj prestavili na led (3 minute). Ohlajenim 
transformiranim celicam smo dodali 600 µL LB gojišča in mešanico prestavili na 
stresalnik (1h, 37 °C, 150 rpm). Nato smo 100 µL bakterijske kulture razmazali po AMP in 
CAM plošči in vse skupaj čez noč inkubirali na 37 °C. 
Drugi dan smo pripravili vcepek, pri čemer smo s sterilno zanko vse celice pobrali s 
plošče, ki smo jo inkubirali preko noči, in jih prenesli v erlenmajerico s pripravljenim pufra 
za pripravo začetne bakterijske kulture (sestava pufra: Preglednica 3). Sledilo je stresanje 
(37°C, 1h). Po stresanju smo zmešali raztopino za rast celic ter vanjo dodali 10 ml vcepka. 
Sledilo je stresanje na stresalniku (2 h, 150 rpm, 37 °C oz. do OD ≈ 1 pri absorbanci 600). 
V tej fazi smo shranili prvi vzorec za poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE). Vzorec smo poimenovali PI1 (pred indukcijo) in 
ga shranili na -20 °C. V preostalo mešanico smo dodali 1 ml izopropil β-D-tiogalaktozida 
(IPTG) (c = 0,5 M), ki deluje kot induktor za izražanje želenega proteina LLO. 
Erlenmajerico smo nato postavili na stresalnik (20 h,160 rpm, 20 °C). Naslednji dan smo 
najprej (na -20 °C) shranili drugi vzorec (PI2, po indukciji) za NaDS-PAGE in izmerili 
optično gostoto (OD) kulture po indukciji, da smo dobili primerljivo količino proteina za 
NaDS-PAGE.  
Kulturo smo nato prelili v 500 ml centrifugirke, čemur je sledilo centrifugiranje (dvakrat 
po 10 minut, 5500 rpm, 4 °C). Po prvem centrifugiranju smo odlili supernatant in dodali 
preostalo kulturo. Po drugem centrifugiranju na ledu smo odlili supernatant, centrifugirke 
stehtali in določili biomaso za izračun izkoristka. Približno 100 µl supernatanta smo 
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shranili za NaDS-PAGE. Nato smo v čim manjšem volumnem liznega pufra resuspendirali 
pelet. Pripravljeno suspenzijo celic smo zamrznili v tekočem dušiku in shranili na -80 °C.  
Na gelu NaDS-PAGE smo pred predvideno izolacijo preverili vzorca PI1 in PI2 ter 
superntant, ki smo jih dobili pri indukciji celic oz. pripravi vcepkov, da smo preverili 
uspešnost izražanja proteina LLO. 
3.2.2. Izolacija LLO 
Večer pred predvideno izolacijo smo celice prestavili iz -80°C na led (v hladno sobo) in jih 
na ledu počasi talili. Na dan izolacije smo najprej izvedli soniciranje, da smo razbili 
bakterijske celice. Celicam smo dodali reducent 5 mM β-merkaptoetanol in 2 mM 
fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF). Čašo s celicami in dodanimi spojinami smo nato 
pokrili z aluminijasto folijo in vse skupaj sonicirali (1 sekundo soniciramo, 2 sekundi ne 
soniciramo, 7 minut, amplituda 50%). Po soniciranju je sledilo centrifugiranje (30 minut , 
100 000 – 200 000 x g, 4°C). 
Kolono smo najprej sprali s 5 volumni kolone (angl. colume volume, cv) MQ in 5 cv pufra 
z 10 mM imidazolom (3,3 % gradient). S tem smo pripravili vse za čiščenje in izolacijo 
proteina s pomočjo nikelj afinitetne kromatografije (NiNTA), ki smo jo izvedeli na 
kromatografskem sistemu Äkta FPLC (Amersham Biosciences, Velika Britanija). NiNTA 
se uporablja za izolacijo rekombinantnih proteinov, ki so označeni s His-repkom in jih 
izrazimo v različnih ekspresijskih sistemih. His-repek, ki ga sestavlja 6 histidinskih 
ostankov, se z veliko afiniteto, preko koordinacijske vezi z nikljevim ionom, veže na 
kolono sistema, kar omogoči ločitev izraženega proteina od ostalih nečistoč (Thermofisher, 
2018). 
Supernatant, ki smo ga dobili po centrifugiranju in prefiltirali (pora 0,22 µm), smo nato 
prenesli v stekleno zanko, ki smo jo priklopili na napravo. Nato smo s pomočjo zanke 
vzorec nanesli na kolono (pretok 1 ml/min). Dogajanje smo spremljali na računalniškem 
zaslonu, pri čemer smo bili pozorni na dvige in spuste krivulje absorbance, ki smo jo merili 
pri 280 nm. Dvigi in padci krivulj so predstavljali vrhove posameznih ločeno zbranih 
frakcij, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE. Zbiranje je potekalo dokler krivulja ni padla 
nazaj proti ničli oz. se ustalila. Po celotnem nanosu vzorca na kolono smo pretok prestavili 
na 2 ml/min. 
Sledilo je spiranje s pufrom, ki je vseboval 60 mM imidazol (20 % gradient) s čimer smo 
odstranili nečistoče, vezane na kolono (pretok 2 ml/min). Ponovno smo spremljali krivuljo 
na zaslonu in ob vsakem dvigu krivulje pričeli z zbiranjem frakcij. Frakcije smo zbirali 
dokler se krivulja absorbance (280 nm) ni vrnila proti ničli oz. ustalila. V zadnjem delu 
NiNTA I smo pričeli spiranje s pufrom, ki je vseboval 300 mM imidazol (100 % gradient). 
Pri tem spiranju se je eluiral (t. j. izločil) protein LLO, prav tako pa tudi morebitne 
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nečistoče vezane na koloni. Spremljali smo dvig krivulje in dokler se krivulja ni ustalila v 
bližini ničle zbirali frakcije.  
Zbrane frakcije, ki so vsebovale LLO smo najprej združili, nato pa dodali ustrezno količino 
TEV proteaze (v 40 ml naše raztopine smo dodali 4 ml TEV proteaze s koncentracijo 0,37 
mg/ml, ki je bila pripravljena na Odseku za molekularno biologijo in nanotehnologijo 
Kemijskega inštituta). Že med kloniranjem smo proteinu LLO dodali cepitveno mesto 
(zaporedje aminokislin ENLYFQG, ki se imenuje His-repek), ki ga specifično prepoznava 
TEV proteaza. TEV proteaza specifično cepi His-repka s proteina. Najprej smo shranili del 
vzorca po NiNTA I (imenovan PRED TEV) ter ga naslednji dan preverili na NaDS-PAGE 
gelu. Celotno preostalo frakcijo smo (skupaj s TEV proteazo) prestavili v dializno črevo s 
porami velikosti 10 – 12 kDa, kjer je v hladni sobi, ob rahlem mešanju, potekla dializa. Cilj 
dialize je bila cepitev His-repka na proteinu LLO, hkrati pa smo odstranili tudi večino 
imidazola in manjših proteinov. 
Naslednji dan smo najprej s pomočjo NaDS-PAGE gela preverili ali je TEV proteaza 
cepila His-repek proteina (vzorec PO TEV). Poleg vzorca PO TEV, smo preverili še 
vzorec PRED TEV ter ostale zbrane frakcije po NiNTA I (po spiranju z vsemi pufri z 
različnimi koncentracijami imidazola) Na ta način smo preverili ali smo protein izgubili že 
v prvih korakih izolacije z NiNTA I. Ko smo potrdili ustrezno cepitev s TEV proteazo je 
sledila druga faza izolacije proteina z NiNTA imenovana  NiNTA II. 
Kolono smo najprej spirali s 5 cv MQ in nato še s 5 cv pufra za nanos II. Vzorec, ki je bil 
uspešno dializiran smo preneseli v zanko in ga preko te naneseli na kolono. Pri tem smo 
pretok nastavili na 1 ml/min in vzorec spustili skozi kolono. Spremljali smo krivuljo na 
zaslonu – zbirali smo vrhove frakcij, ki smo jih zaznali kot spremembe absorbance pri 280 
nm. Protein LLO pride v tej fazi iz kolone kot nevezana frakcija, saj je brez His-repka, 
prav tako v isti fazi izločimo tudi TEV proteazo, saj ta vključuje His-repek, zato se veže na 
kolono. Nato smo kolono spirali s pufrom za elucijo I, da smo z nje sprali snovi, ki so se 
morebiti vezale nanjo. Pri tem smo (na ledu) zbirali frakcije, da smo preverili ali je na 
koloni ostal vezan tudi protein LLO. 
Protein smo nato skocentirali s pomočjo AmiconUltra 30K koncentratorjev (3600-4000 
rcf, 10 °C). Na koncu smo izmenjali pufer v končni pufer ter spektrofotometrično 
(NanoDrop Spectrophotometer ND-1000) izmerili končno koncentracijo proteina. Izoliran 
protein smo shranili na -80 °C. 
3.2.3. Preverjanje hemolitične aktivnosti proteina LLO 
Pri testu hemolize litično aktivnost proteinov na celicah eritrocitov zaznamo kot 
spremembo absorbance. Sprememba absorbance je posledica nastanka por LLO v 
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membrani eritrocitov, kar povzroči vdor vode skozi pore in vodi v lizo eritrocitov. Lizo 
eritocitov spremljamo spektrofotometrično pri absorbanci 630 nm.  
Test hemolize smo izvedeli tako, da smo najprej 10 ml eritrocitnega pufra (20 mM Tris, 
140 mM NaCl, pH 7.4) zmešali z eritrociti (70 µl). V našem primeru smo uporabili goveje 
in ovčje eritrocite, ki smo jih skupaj z eritrocitnim pufrom centrifugirali (4 min, 700 g, 
sobna temperatura). Nato smo odstranili supernatant in ponovno dodali eritrocitni pufer ter 
vse skupaj premešali. Postopek centrifugiranja, odlivanja supernatanta in dodajanja 
eritrocitnega pufra, smo ponavljali dokler nismo dobili bistre raztopine. S tem smo se 
znebili morebitnih liziranih eritrocitov in dosegli želeni pH raztopine (pH 7.4). 
Nato je sledilo delo z računalniškim programom in čitalcem mikrotiternih plošč. Pri tem 
smo najprej pripravili raztopino eritrocitnega pufra (12 ml) in očiščenih eritrocitov (≈50 
µl) in jo redčili tolikokrat, da smo dosegli absorbanco 0,50 ± 0,05. V vsako jamico 
mikrotiterne plošče smo odpipetirali želen eritrocitnega pufra in pripravili redčene 
proteinske raztopine. V jamice prvega stolpca mikrotitetne plošče smo dali 180 µl 
eritrocitnega pufra ter 20 µl proteina, v vse ostale jamice, kjer so potekale meritve, pa po 
100 µl eritrocitnega pufra. Nato smo z ročno multikanalno pipeto prenesli po 100 µl 
redčene proteinske raztopine v naslednjo jamico. Zadnjih 100 µl proteinske raztopine smo 
zavrgli. Tik pred meritvijo smo v jamice dodali še 100 µl ustrezno rdečene raztopino 
eritrocitov ter čim hitreje zagnali meritev. 
Meritve smo opravljali 20 minut (sobna temperatura), pri tem je aparat posamezno meritev 
opravil vsakih 11 sekund. Nato smo za vsako jamico posebej s pomočjo programske 
opreme Gen5 (Biotek, ZDA) določili največjo hitrost hemolize (Vmax) ter pripravili prikaz 
kinetike hitrosti hemolize v odvisnosti od koncentracije proteina. 
3.2.4. Priprava liposomov 
Fosfolipidi v tekočih raztopinah tvorijo zaprte strukture, ki jih imenujemo lipidni vezikli 
ali liposomi. Liposomi so majhni, okrogli vezikli velikosti od 25 nm do nekaj 
mikrometrov, ki jih lahko umetno pripravimo iz sterolov (npr. CHOL) in naravnih 
fosfolipidov ali sintetičnih amfifilnih spojin (Chrai in sod., 2001). Liposome običajno 
sestavlja en ali več lipidnih slojev, njihove lastnosti pa so odvisne od njihove lipidne 
sestave, povšinskega naboja, velikosti ter metode priprave (Wagner in Vorauer-Uhl, 2011).  
Glede na velikost liposoma in število lipidnih slojev (Slika 7), ki jih vključuje, liposome 
delimo na: 1) multilaminarne vezikle (angl. multilamellar vesicles, MLV) (>500 nm) in 2) 
unilamelarne vezikle. Slednje delimo dalje na: 1) velike laminarne vezikle (angl. large 
unilamellar vesicles, LUV) (>100 nm) in 2) majhne laminarne vezikle (angl. small 
unilamellar vesicles, SUV) (20-100 nm). Unilaminarne vezikle sestavlja en lipidni dvosloj, 
pri MLV-jih pa je lipidnih dvoslojev več (Shaheen in sod., 2006). 
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Slika 7: Modeli liposomov izdelani v programu Microsoft Visio. MLV-je (velikosti 500 nm in več) sestavlja 
več, kocentrično razporejenih lipidnih dvoslojev. LUV-e in SUV-e sestavlja en sam lipidni dvosloj. Iz MLV-
jev lahko z ekstrudorjem pridobimo LUV-e, katerih velikost je odvisna od membranskih por, ki jih 
uporabimo. S sonikacijo/ekstrukcijo/visoko-tlačno homogenizacijo iz MLV-jev dobimo SUV-e.  
Liposome so prvič opisali Bangham in sod.(1965), od takrat pa jih, predvsem zaradi 
njihove strukture podobnosti z biološkimi membranami uporabljamo kot model celične 
membrane (Bangham, 1983). Od 70-ih let prejšnjega stoletja pa se uporabljajo tudi kot 
sistemi za dostavo zdravil. Tako se v farmacevtski industriji uporabljajo za raziskave 
vpliva farmacevtskih sredstev, prav tako se uporabljajo tudi v medicini (Derycke in Witte, 
2004; Couvreur in Vauthier, 2006). Pomembna je tudi njihova uporaba v biotehnologiji, 
kjer jih uporabljajo kot »bioreaktorje« (Nardin in sod., 2001), prav tako pa jih uporabljajo 
kot modele za preučevanja osnovnih mehanizmov v raziskavah na področjih matematike, 
fizike, kemije, biokemije in biologije (Phillipot in Schuber, 1994).  
3.2.4.1. Priprava MLV-jev (POPC:CHOL 1:1) 
MLV-ji so liposomi, ki imajo »čebuli podobno strukturo«, saj jih sestavlja več lipidnih 
dvoslojev (Slika 7). Da bi lahko preučevali nastajanje oligomerov na umetnih 
membranskih sistemih, smo pripravili MLV-je, ki so vključevali POPC in CHOL v 
razmerju 1:1. POPC je eden od modelnih fosfolipidov za opravljanje biofizioloških 
eksperimentov, uporablja pa se zlasti pri raziskavah lipidnih raftov. Fosfatidilholin je 
običajno najpogostejši lipid v membrani živalske celice, kjer zagotavlja strukturni okvir 
membrane. Pogostejši je v zunanjem sloju membrane, kjer vpliva na prehodne lastnosti 
membrane (Wirtz, 1991). CHOL je pomembna komponenta membrane živalskih celic, ki 
vpliva na mehanske lastnosti membrane in zmanjša prehodnost membrane za vodo, manjše 
molekule in ione (Coderch in sod., 2000; Vasir in Labhasetwar, 2007). 
Pripravili smo 500 µl mešanice lipidov (25 mM POPC in 25 mM CHOL), ki smo jih 
raztopili v 500 µl kloroforma. Kloroform smo nato postopoma odparili na rotavaporju (250 
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rpm, postopno odparevanje od 900 do 250 mbar, vodna kopel 40 °C) ter bučko z lipidnim 
filmom, ki je nastal na dnu bučke, sušili še 1 do 2 uri (50 rpm, 100 mbar, vodna kopel 40 
°C). Posušen lipidni sloj smo raztopili s 500 µl pufra za MLV-je (pH 5.5, 10 mM MES, 
150 mM NaCl) ter raztopini dodali čim manjšo količino steklenih kroglic. Nato smo bučko 
z lipidno mešanico in kroglicami vorteksirali  tako, da smo bučko držali na napravi za 
vorteksiranje ter jo pri tem ves čas obračali, da je pufer raztopil ves lipidni film na površini 
bučke (približno 1 – 3 minute). Lipide raztopljene v pufru smo nato preneseli v epice in jih 
ob uporabi tekočega dušika izmenično odtajali in zamrzovali (vsaj desetkrat). Ponavljanje 
odtajanja in zamrzovanja v procesu priprave MLV-jev predstavlja ključen (in tudi zadnji) 
korak priprave MLV-jev, saj membrane ob zamrzovanju popokajo (zaradi povečanja 
volumna), ob odtajanju pa se membrane ponovno zlijejo med sabo.  
3.2.4.2. Priprava LUV-ov (POPC:CHOL 1:1) 
Unilaminarni vezikli nastanejo pri potiskanju MLV-jev preko polikarbonske membrane v 
ohišju ekstrudorja. Pri tem nastanejo LUV-i podobnih velikosti. Za pripravo LUV-ov smo 
uporabili predhodno pripravljene MLV-je, ki smo jih naneseli v eno od steklenih siring 
sestavljenega ohišja ekstrudorja (LiposoFast® Avanti, Kanada). S potiskanjem lipidov 
skozi esktrudor, ki je imel v našem primeru na sredini 100 nm polikarbonsko membrano 
(Avanti, Kanada), smo v drugi siringi dobili LUV-e. Za nastanek LUV-ov običajno 
zadošča 11 – 21 potiskov lipidne mešanice v obe smeri ekstrudorja. 
3.2.4.3. Encimski test za določanje lipidne sestave liposomov 
WAKO test (WAKO Chemicals, ZDA) je encimska kalorimetrična metoda s pomočjo 
katere kvantitativno določimo količino holesterola v vzorcu liposomov. S testom s 
pomočjo ločenih reagentov določimo koncentracijo POPC ter koncentracijo CHOL.  
Test smo izvedli s pomočjo čitalca mikrotiternih plošč, pri tem smo v jamico mikrotiterne 
plošče odpipetirali 240 µl barvnega reagenta pripravljenega po navodilih proizvajalca 
(WAKO Chemicals, ZDA) ter 4 µl vzorca MLV-jev oz. LUV-ov. Ločeno smo pripravili 
jamice, kjer smo dodali reagent za določanje koncentracije POPC in reagent za določanje 
koncentracije CHOL. Mikrotiterno ploščo z mešanico reagenta in vzorca smo nato 
inkubirali 10 minut pri 30 °C. V tem času je v jamicah z reagentom za določanje 
koncentracije POPC potekla encimska reakcija, kjer je v vzorcu prisotni POPC, ob 
prisotnosti fosfolipaze D, hidroliziral do holina. Reakcija je povzročila modro obarvanje. 
Meritev absorbance obarvanja pa nam je podala količino fosfolipidov v našem vzorcu. V 
jamicah, kjer smo preverjali količino holesterola pa je ob prisotosti holesterola in 
holesterol oksidaze prišlo do reakcije, kjer je nastal vodikov peroksid. Tudi tu se je 
pojavilo modro obarvanje, katerega absorbanca je omogočila določitev koncentracije 
holesterola v vzorcu. 
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S pomočjo izmerjenih koncentracij nato izračunamo dejansko razmerje POPC in CHOL v 
MLV-jih oz. LUV-ih. 
Za izračun koncentracije lipidov potrebujemo izračun koncentracije obeh lipidov: 
 
     …  (1) 
Molarno koncentracijo vzorca lipidov (cvzorca) izračunamo ločeno za POPC in CHOL 
(enačba 1) (Wako Chemicals, ZDA). Izračunamo jo z uporabo izmerjene absorbance 
vzorca (Avzorca), absorbanco standardne raztopine (Astandarda) ter slepe probe (t. j. 
kalibracijske raztopine proizvajalca). Pri tem upoštevamo znano koncentracijo standarda 
(cstandarda) v navodilih proizvajalca (Wako Chemicals, ZDA) (cstandarda POPC =3 mg/ml; 
cstandarda CHOL=1 mg/ml). Molarnost liposomov dobimo tako da seštejemo dobljene molarne 
vrednosti POPC in CHOL. 
Nato izračunamo dejansko razmerje med POPC in CHOL v liposomih (enačba 2), pri 
čemer dobimo delež (%) CHOL (ali POPC) v liposomih (Wako Chemicals, ZDA): 
 
   …  (2) 
Za izračun uporabimo prej pridobljeno molarno koncentracijo CHOL in molarno 
koncentracijo POPC, ki ju dobimo iz enačbe 1. Iz enačbe 2 (Wako Chemicals, ZDA) tako 
dobimo delež CHOL v preučevanih liposomih. 
3.2.4.4. Merjenje dinamičnega sipanja svetlobe (DLS) 
Metodo dinamičnega sipanja svetlobe (angl. dynamic light-scattering, DLS) uporabljamo 
za določanje velikosti ter za določanje porazdelitve velikosti LUV-ov. Običajno z metodo 
določamo molekule raztopljene v tekočini. Brownovo gibanje delcev ali molekul v 
raztopini povzroči sipanje svetlobe različnih intenzitet v odvisnosti od velikosti delca (pri 
manjših delcih se intenziteta spreminja hitreje). Dobimo porazdelitev velikosti delcev (t. j. 
LUV-ov) po volumnu in številu (MalvernPanalytical, 2018). 
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Da bi preverili velikostno razporeditev dobljenih LUV-ov smo izvedli meritev DLS, pri 
čemer smo uporabili pufer za DLS (20 mM NaH2PO4/Na2HPO, 150 mM NaCl) v katerem 
smo LUV-e redčili do končne koncentracije 1 mM, jih nato prenesli v kiveto za merjenje 
ter s pomočjo naprave za merjenje DLS Zetasizer NanoZS izmerili intenziteto odbite 
svetlobe. Slednjo naprava uporabi najprej za izračun korelacijske funkcije, nato pa še za 
izračun razporeditve delcev. Za analizo podatkov smo uporabili program Zetasizer v7.03. 
3.2.4.5. Raztapljanje lipidnih veziklov s pomočjo detergentov 
S pomočjo čitalca mikrotiternih plošč smo spremljali tudi kinetiko  raztapljanja lipidnih 
veziklov z različnimi detergenti. S tem smo želeli ugotoviti v kolikšnem časovnem 
intervalu čim manjša koncentracija detergenta (LDAO (angl. lauryldimethylamine N-
oxide), Triton X-100 ali NaDS) raztopi želeno koncentracijo liposomov. Po inkubaciji 
proteina LLO in liposomov smo namreč želeli nastale oligomerne kompleksa proteina 
dobiti iz membanskega sistema liposomov, zato je bilo potrebno lipidni dvosloj liposomov 
raztopiti. 
Meritve smo pripravili tako, da smo najprej v mikrotiterno ploščo odpipetirali 50 µl 
končnega volumna vzorca liposomov (MLV-jev ali LUV-ov) in LLO. Pri tem smo meritve 
zastavili tako, da smo pripravili serijo vzorcev, ki so vsebovali različna razmerja LLO in 
liposomov (1:500, 1:1000, 1:2000). Preizkusili smo tudi različne koncentracije liposomov 
(5 mM in 10 mM). Vzorce liposomov in LLO smo nato 30 - 40 minut inkubirali. Inkubaciji 
vzorca je sledilo dodajanje različnih koncentracij želenega detergenta. Opravili smo 
meritve kinetike raztapljanje za detergente: LDAO, Triton X-100 in SDS, pri tem pa 
uporabili različne koncentracije detergentov (od 0,2 % do 1,2 %). Hkrati smo opravili tudi 
kontrolne meritve, kjer smo spremljali kinetiko dogajanja samega pufra, detergenta, LUV-
ov, LUV-ov inkubiranih z LLO (brez raztapljanja z detergentom) in samega LLO. Kinetiko 
raztapljanja, ki jo predstavlja sprememba absorbance pri 600 nm, ki je posledica delovanja 
detergenta, smo spremljali v programu Gen5 (BioTek, ZDA). 
3.2.5. Elektroforezne metode 
3.2.5.1. NaDS PAGE – poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata (NaDS) 
Običajna poliakriladmidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
vsebuje NaDS tako v gelu kot prenašalnem pufru. NaDS-PAGE omogoča enostaven način 
za oceno količine polipeptidov v vzorcu, oceno kompleksnosti vzorca in čistosti priprave 
vzorca. Primeren je za preverjanje procesa kromatografije ali drugih procesov čiščenja 
proteinskega vzorca. Ker zahteva popolno denaturacijo proteinov, metode ne moremo 
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uporabiti, kadar potrebujemo protein v njegovem naravnem, biološkem stanju (Garfin, 
2003). 
Ustrezno redčenim proteinskim vzorcem smo dodali vzorčni pufer (4X) NuPAGER LDS 
Sample Buffer (Life technologies, ZDA). Odvisno od lastnosti proteina, lahko sicer 
dodamo tudi reducent ditiotreitol (DTT), katerega naloga je razbijanje disulfidnih vezi 
proteinskih struktur. Nato je sledila denaturacija proteinov (5 minut, 95 °C). Po 
denaturaciji smo vzorce centrifugirali (10 sekund, 13200 vrtljajev/min). Postopek 
denaturacije ter dodajanje NaDS in/ali DTT povzročijo uničenje tridimenzionalne strukture 
proteina, zaradi česar se ta razvije v linearno obliko. NaDS se enakomerno veže na protein, 
kar povzroči, da je mobilnost proteina v gelu odvisna le od njegove molekulske mase – 
lažje (t. j. manjše) molekule skozi gel potujejo hitreje (Križaj, 2008; Roy in Kumar, 2014). 
Preglednica 11: Priprava vzorcev za NaDS-PAGE pred izvedbo postopka NiNTA 2. 
Za elektroforezo smo uporabili elektroforezno celico Xcell SureLockTM Invitrogen (Life 
technologies, ZDA) v katero smo vpneli gel NuPAGER Novex (Life technologies, ZDA), 
ki je imel 4 – 12 % zamreženost. Po vpenjanju gela smo elektroforezni sistem napolnili  z 
elektroforeznim pufrom 1X NuPAGER MES SDS Running Buffer (Life technologies, 
ZDA) ter s pipeto v jamice gela naneseli vzorce. V eno od jamic smo nanesli tudi standard 
molekulskih mas Precision Plus ProteinTM Unstained Standard (Biorad, ZDA), da smo 
lahko določili velikost proteinov v vzorcu. Elektroforeza je potekala 40 - 50 minut 
VZOREC PRIPRAVA VZORCA 
NANOS 
(µl) 
Nanos  
1 µl vzorca + 4 µl vzorčnega pufra + 1 
µl DTT 
5  
Frakcije nevezanih snovi 
1 µl vzorca + 4 µl vzorčnega pufra + 1 
µl DTT 
5 
Frakcija nevezanih snovi po 
spiranju s 60 mM imidazolom 
10 µl vzorca + 4 µl vzorčnega pufra + 
1 µl DTT 
15 
Standard molekulskih mas / 7 
Pred TEV 
10 µl vzorca + 4 µl vzorčnega pufra + 
1 µl DTT 
7 
Po TEV 
10 µl vzorca + 4 µl vzorčnega pufra + 
1 µl DTT 
7 
Supernatant TB (t.j. gojišča) 
20 µl vzorca + 6 µl vzorčnega pufra + 
1 µl DTT 
26 
Po indukciji (PI2) 
5 µl vzorca + 4 µl vzorčnega pufra + 2 
µl DTT 
10 
Pred indukcijo (PI1) 
5 µl vzorca + 4 µl vzorčnega pufra + 2 
µl DTT 
10 
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(spremljali smo linijo, ko je ta dosegla dno, smo elektroforezo zaustavili) pri konstantni 
napetosti 200 V in toku 125 mA. Po zaključku elektroforeze smo gel obarvali s pomočjo 
protokola proizvajalca za Simply BlueTM SafeStain (Life technologies, ZDA). Protokol 
barvanja zajema Coomassie® G-250 barvilo, ki omogoči vizualizacijo proteinskih lis na 
poliakrilamidnem gelu. Pri tem smo gel najprej gel v mikrovalovni pečici (950 do 1100 W) 
1 minuto segrevali v 100 ml MQ vode. Nato smo gel 1 –  2 minuti stresali stresalniku. MQ 
vodo smo nato odlili in še dvakrat ponovili prejšnje korake (gel prelili s 100 ml MQ, 
segrevali in stresali gel ter odlili MQ). Ko smo to naredili trikrat, smo gel prekrili s 20 ml 
SimplyBlue™SafeStain (Life Technologies, ZDA) ter gel segrevali v mikrovalovni pečici 
(950 do 1100 W) približno 45 sekund. Pri tem smo spremljali, da smo segrevanje prekinili, 
preden je raztopina zavrela. Gel smo v raztopini stresali še 5 - 10 minut. Nato je sledilo 
razbarvanje gela z MQ. Gele smo shranili v hladni sobi (4 °C). 
3.2.5.2. Agarozna elektroforeza 
Velike proteine oziroma proteinske komplekse (večje od 200 kDa) težko ločujemo s 
pomočjo poliakrilamidnih gelov, saj veliki proteinski kompleksi težje vstopajo v sam gel, 
ki ga vsebuje Laemmli NaDS-poliakrilamidni sistem (Laemmli, 1970). Zato se za 
ločevanje velikih proteinskih kompleksov že več desetletij uporabljajo tudi agarozni geli. 
Ti so zelo uporabni za ločevanje velikih proteinov in proteinskih kompleksov, njihovo 
uporabno vrednost pa omejuje  pomanjkanje zadostne ločljivosti analize manjših (< 30 
kDa) proteinov. Glavne prednosti uporabe metode agaroznih gelov v primerjavi z NaDS-
PAGE so poleg ločevanja velikih proteinskih kompleksov tudi sama sestava gelov, ki ne 
vsebuje toksičnih komponent (npr. poliakrilamid) ter velik razpon gradienta za ločevanje 
proteinskih kompleksov. Določeni proteini se v agaroznem gelu ločujejo bolje kot v NaDS 
gelih (Wu in Kusukawa, 1998). 
LLO v/na membrani tvori velike proteinske komplekse različnih velikosti, zato uporaba 
NaDS-PAGE gelov za ločevanje teh kompleksov ni primerna. Zato smo se odločili, da 
bomo ločevanje proteinskih kompleksov poskusili izvesti s pomočjo agarozne proteinske 
elektroforeze. Agarozno proteinsko elektroforezo smo izvedli na podoben način kot 
izvajamo agarozno elektroforezo pri ločevanju nukleinskih kislin. Za začetek smo 
uporabili pogoje, ki jih sicer uporabljamo tudi pri ločevanju nukleinskih kislin, saj je na 
osnovi literature (Lonza, 2016; Wu in Kusukawa, 1998) za ločevanje proteinskih 
kompleksov s pomočjo agarozne elektroforeze mogoče uporabiti kar tris-boratni-EDTA 
(TBE) elektroforezni pufer (44,5 mM Tris, 44,5 mM borna kislina, 1 mM EDTA) (CSH 
Protocols, 2006). 
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3.2.5.2.1. Agarozna elektroforeza brez dodajanja detergenta NaDS v elektroforeznem 
pufru  
Za pripravo gela smo uporabili želeno količino pufra TBE v katerem smo raztopili želeno 
količino agaroze ter pustili, da se gel strdi. Za pripravo majhnega gela (dimenzije gela: 
50*70 mm) smo uporabili od 30 do 60 ml raztopine gela. Odvisno od volumna gela, ki smo 
ga nanesli na nosilec za pripravo gela, smo dobili gele različnih debelin (60 ml raztopine za 
pripravo gela je ustrezalo debelini 8 mm, 30 ml pa debelini gela 5 mm). Debelina 5 mm je 
bila najmanjša dosežena debelina gela. 
Spreminjali smo tudi zamreženost gela. Tako smo po določitvi najmanjše debeline gela (5 
mm, 30 ml gela) pripravljali gele, ki so imeli 1 – 2 % zamreženost. Zamreženost smo 
dosegli s spreminjanjem koncentracije agaroze. Tako smo za pripravo 30 ml gela uporabili 
0.6 g agaroze in tako dobili 2 % zamrežen gel.  
Preverili smo tudi vpliv pH elektroforeznega pufra Pri tem smo pripravili elektroforezne 
pufre TBE z različnimi pH (pH 6.00; pH 7.00 in pH 8.00) vrednostmi v katerih smo 
pripravili tudi gele. Nato smo pri enakih pogojih (hladna soba, U=200 V, debelina gela 5 
mm, 1 % zamreženost) izvedli elektroforezo. 
Najprej smo preverili potovanje monomera LLO, da bi dosegli najbolj optimalne pogoje 
kasneje pri ločevanju oligomerov. Z dodatkom oksidanta (oksidant (0.1 mM CuSO4 in 0,5 
mM fenantrolin) so nastali LLO dimeri (Cajnko in sod., 2015), ki so tako tudi obenem 
služili kot standard za molekulsko maso. Z dodatkom reducenta ditiotreitola (DTT) pa smo 
spet dobili monomere LLO.  
Priprava vzorcev za ugotavljanje pogojev potovanja monomera LLO je sprva potekala v 
vzorčnem pufru, ki je vseboval detergent NaDS, ki denaturira proteine. Ker smo sklepali, 
da uniči tudi proteinske komplekse LLO, ki nastanejo na membranah lipidnih veziklov, pa 
smo preizkusili tudi pripravo vzorcev brez denaturacije proteinov – to pomeni, da vzorcev 
nismo segrevali, niti jim nismo dodali sredstev, ki bi povzročili denaturacijo proteina (npr. 
detergentov kot je NaDS). Proteine smo pripravili z dodajanjem vzorčnega pufra brez 
NaDS, ki je vključeval bromfenol modro, glicerol in TBE pufer (Preglednica 8). Za boljše 
potovanje smo poskusili tudi z dodajanjem NativePAGE™ 5 % G-250 Sample Additive, ki 
se sicer uporablja pri BN-PAGE, kjer ga običajno dodamo vzorcem z neionskimi 
detergentom, saj proteinom doda negativen naboj in s tem omogoči njihovo potovanje. 
Proteinov ta detergent ne denaturira. 
Po optimizaciji postopka pa smo oligomere dobili z inkubacijo inkubacijo MLV-jev 
oziroma LUV-ov in LLO (pripravili smo 30 µl vzorca, končna koncentracija liposomov je 
bila 10 ali 5 mM, ki smo jih inkubirali z 9 µg LLO), ki mu je sledilo raztapljanje z 
neionskimi detergenti.  
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3.2.5.2.2. Agarozna elektroforeza z dodajanjem detergenta NaDS v elektroforeznem pufru 
Poskusili smo tudi pripravo agaroznih gelov po pogojih, ki so jih uporabili Shepard in sod. 
(2000), ki so za pripravo vzorcev uporabili tudi denaturirajoči detergent NaDS. Pri tem 
smo primerjali vzorce, kjer smo uporabili protein LLO in vzorce, kjer smo uporabili 
protein PFO. Za pripravo gela (dimenzije 20x20 mm) smo uporabili elektroforezni pufer 
(25 mM Tris, 192 mM glicin, pH 8.3), ki je vključeval tudi 0,1 % NaDS (da smo preverili 
ponovljivost po Shepard in sod., 2000).  
Vzorce proteina (PFO ali LLO) ter LUV-ov (po Shepard in sod. (2000)) smo pripravili 
tako, da smo pripravili 20 µl mešanice proteina in LUV-ov v različnih razmerjih 
(protein:LUV je 1:200, 1:500, 1:1000). Mešanico liposomov in proteina smo inkubirali 30 
minut (sobna temperatura), nato pa oligomerizacijo zaustavili z dodajanjem vzorčnega 
pufra (0,1 % (w/v) bromfenol, 40 % glicerol, 25 % (w/v) NaDS, ki je bil pripravljen v 
elektroforeznem pufru (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0, 1 % NaDS, pH 8.3). Določenim 
vzrocem smo pred raztapljanjem z detergentom dodali še mrežni povezovalec in sicer tako 
da smo inkubiranemu vzorcu najprej dodali 2,5 mM glutraladehid, pustili delovati 1 
minuto ter delovanje zaustavili z dodajanjem 1M uree. Prečno povezovanje (angl. 
crosslinking) je proces pri katerem s pomočjo nastanka kovalentnih vezi med sabo 
povežemo dve ali več molekuli. Na tak način smo dobili bolj stabilen proteinski kompleks.  
Nanos vzorca na gel je vseboval 4 volumne vzorca in 1 volumen vzorčnega pufra. 
Po končani elektroforezi smo gele (preko noči) fiksirali v 300 ml fiksativne raztopine (10 
% ocetna kislina, 30 % etanol). Gel smo nato trikrat sprali z destilirano vodo, čemur je 
sledilo barvanje v raztopini za barvanje (8 ur), ki je vsebovala fiksativno raztopino z 
dodanim 0,2 % Coomasie Brilliant Blue R. Nato je sledilo razbarvanje v fiksativni 
raztopini (preko noči). 
3.2.5.3. Modra nativna poliakrilamidna gelska elektroforeza 
Modra nativna poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. BlueNative-PAGE, BN-PAGE) 
je metoda za analizo membranskih proteinskih kompleksov iz bioloških membran v 
nativnem (t. j. nedenaturirajočem) okolju (Schägger in von Jagow, 1991). Za raztapljanje 
bioloških membran se uporabljajo neionski detergenti (npr. digitonin, Triton X-100, 
LDAO). Po raztapljanju in centrifugaciji vzorcev se vzorcu doda anionsko bravilo 
Coomassie blue G-250, ki se, zaradi svojih hidrofobnih lastnosti, na nestehiometrični način 
veže na membranske proteine. Vezava molekul barvila povzroči naboj na proteinu, ki tudi 
bazičnim proteinom omogoči potovanje proti anodi pri pH 7.5. Proteine s to metodo 
ločimo glede na velikost, saj se gibanje proteinov zmanjšuje z razdaljo in z zmanjševanjem 
velikosti por v gradientu gela. Zaradi vezave barvila površina proteinskih kompleksov 
izgubi svoj hidrofobni značaj, zato za potovanje po gelu prisotost detergentov, ki 
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proteinske komplekse uničijo (npr. NaDS) ni potrebna (Wittig in sod., 2006; Reisinger in 
Eichacker, 2006).).  
BN-PAGE smo izvedeli v XCell SureLock® Mini-Cell kadički v katero lahko damo do 
dva 4-16 % Bris-Tris gela z 10 žepki. Najprej smo izvlekli glavniček in žepke gela trikrat 
sprali s katodnim pufrom (200 ml elektroforeznega pufra, 10 ml 20X NativePage Cathode 
Buffer), pri čemer smo zadnjem spiranju pustili katodni pufer v žepkih. Pripravljen gel 
smo vstavili v elektroforezno celico. Vzorcev nismo denaturirali, smo pa jim dodali 
ustrezne volumne NativePAGE™ Sample Prep Kit in NativePAGE™ 5 % G-250 Sample 
Additive. Ustrezni količini pripravljenega vzorca smo dodali 4x SBnative in jih 
odpipetirali na dno žepkov gela. Potem ko smo nanesli vse vzorce, smo v notranji del 
elektroforezne celice nalili katodni pufer tako da so bili žepki prekriti, v zunanji prostor pa 
elektroforezni pufer (760 ml MQ, 40 ml 20X NativePAGE Running Buffer). 
Elektroforezno celico smo nato zaprli in pričeli z elektroforezo (pogoji: hladna soba, U = 
250 V, I = 2 - 4 mA, 30 - 90 minut).  
Po končani elektroforezi smo gel pobarvali po Fast Coomasie G-250 Staining protokolu 
proizvajalca. Gel smo najprej položili v 100 ml fiksativne raztopine (40 % etanol, 10 % 
ocetna kislina) in raztopino z gelom segrevali v mikrovalovni pečici (950-1100 W) 45 
sekund. Nato smo gel stresali na stresalniku 15-30 minut (sobna temperatura). Po stresanju 
smo fiksativno raztopino odlili. Nato smo dodali 100 ml raztopine za razbarvanje (8 % 
ocetna kislina) in raztopino z gelom segrevali 45 sekund v mikrovalovni pečici (950-1100 
W). Nato smo gel stresali na stresalniku (sobna temperatura) dokler nismo dosegli 
želenega ozadja gela.  
Preglednica 12: Priprava vzorcev za BN-PAGE. 
3.2.5.4. Barvanje proteinov v poliakrilamidnem gelu s srebrom 
Postopek za barvanje gelov s srebrom uporabimo, kadar želimo vizualno določiti manjše 
količine proteina na gelu. Tehnika vključuje nanos kovinskega srebra na površino gela na 
mestih proteinskih lis. Na tržišču je prisotnih več različnih kompletov reagentov za 
barvanje s srebrom, ki so že povsem optimizirani in enostavni za uporabo ter omogočajo 
zaznavo manj kot 0,5 ng proteina v gelu (ThermoFisher, 2018). 
VZOREC PRIPRAVA VZORCA NANOS (µl) 
Monomer 
1 µl vzorca + 8 µl MQ + 0,5 µl G250 
+ 2 µl SBnative 
25  
Vzorec (iz saharoznega 
gradienta) 
30 µl vzorca + 6 µl SBnative  + 1 µl 
G250 
25 
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Za barvanje s srebrom smo uporabili protokol proizvajalca za Silver Quest ™ Silver 
Staining Kit. Pri tem smo pobarvali gel, ki smo ga dobili po elektroforezi (po NaDS-PAGE 
ali BN-PAGE) in smo ga že barvali po prokolu Simply BlueTM SafeStain oz. protokolu 
Fast Coomasie G-250 Staining, vendar nismo dosegli želene zaznave proteina.  NaDS ali 
BN-PAGE gel smo najprej spirali z MQ (približno 1 minuto). Nato smo gel položili v 100 
ml fiksativne raztopine (40 % etanol, 10 % ocetna kislina) in raztopino z gelom 20 minut 
stresali na stresalniku (sobna temperatura). Nato smo fiksativno raztopino odlili in gel 
prelili s 30 % etanolno raztopino. Gel smo v etanolu stresali na stresalniku 10 minut. 
Ponovno smo odlili raztopino in gel prelili z raztopino za senzibilizacijo (30 ml etanola, 10 
ml Sensitizer (Kit), do 100 ml MQ). Gel smo v raztopini stresali na stresalniku 10 minut, 
nato pa raztopino odlili. Nato smo dali gel za 10 minut v 100 ml 30 % raztopino etanola. 
Po inkubaciji smo etanolno raztopino odlili in gel za 10 minut stresali v 100 ml MQ. Nato 
smo MQ odlili ter gel prelili z raztopino za barvanje (1 ml Stainer (Kit), 99 ml MQ) ter vse 
stresali 15 minut. Potem smo raztopino odlili ter gel splakovali s 100 ml MQ (20-60 
sekund). Nato smo gel prelili z raztopino razvijalca (10 ml Developer (Kit), 1 kapljica 
Developer enhancer (Kit), do 100 ml MQ) ter spremljali obarvanje proteinskih lis gela. Gel 
smo v raztopini razvijalca stresali 4-8 minut, ko smo dosegli želeno obarvanost lis pa smo 
barvanje zaustavili z dodajanjem raztopine ustavljalca (10 ml Stopper Solution (Kit)) 
neposredno v razvijalno raztopino. Gel smo nato v raztopini stresali 10 minut, nato pa 
raztopino odlili ter gel prelili s 100 ml MQ in gel v njej spirali 10 minut. 
3.2.6. Presevna ali transmisijska elektronska mikroskopija z negativnim senčenjem 
Presevna elektronska mikroskopija (angl. transmission electron microscopy, TEM) je 
pomembno analitsko orodje, ki nam poda informacijo o strukturi različnih bioloških 
vzorcev.  Metoda je najbolj optimalna za komplekse večje od 250 kDa (Novalix, 2018), z 
njo pa smo želeli strukturno okarakterizirati nastale proteinske komplekse. Pri tem smo 
izbrali tehniko negativnega senčenja s TEM, kjer vzorec nanesemo na mrežico in obdamo s 
solmi težkih kovin. Te zagotovijo večji kontrast in zmanjšajo občutljivost vzorca na 
žarčenje (Novalix, 2018). 
3.2.6.1. Priprava vzorcev liposomov in LLO za TEM 
Pripravljene MLV-je in LUV-e smo najprej inkubirali z želeno koncentracijo LLO – v 
našem  primeru smo inkubirali MLV-je oz. LUV-e v končni koncentraciji 10 mM ter LLO 
v končni koncentraciji 500 nm. Za redčenje smo uporabili pufer za liposome (Preglednica 
6). Inkubacija liposomov in LLO je potekala 30 minut, pri sobnih pogojih. Nato smo 2 µL 
vzorca naneseli na mrežico za TEM ter vzorec kontrastirali z dodajanjem 1 % uranil 
acetata. 
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3.2.6.1.1. Priprava vzorcev govejih eritrocitov in LLO oziroma PFO za TEM 
Priprava vzorcev je potekala tako, da smo skupaj inkubirali eritrocite in protein LLO 
(oziroma PFO). Za delo smo uporabili goveje eritrocite (109 celic) shranjene v 
Alserverjevem konzervansu (pH  6.1). 2 ml eritrocitov smo redčili v 8 ml eritrocitnega 
pufra (pH 6.5). Nato smo 5 ml redčenih eritrocitov, dodali 0.5 ml LLO (koncentracije 4 
mg/ml) oziroma 0,5 mM PFO (koncentracije 4,1 mM) ter 5 mM DTT in vse skupaj 
inkubirali 10 minut. Sledilo je posedanje membran s pomočjo centrifugiranja (4 °C, 25000 
g, 15 minut). Membrane smo nato sprali s 5 mM fosfatnim pufrom in ponovili 
centrifugiranje dokler ni vzorec postal prosojen (običajno tikrat). 60 µl vzorca smo takoj 
zamrznili na -80 °C in tako zaustavili nadaljnjo tvorbo por oziroma proteinskih lokov. Ta 
vzorec je tudi kontrola dogajanja na membrani z LLO ali PFO inkubiranih eritrocitov, ki 
jih nismo raztopili z detergentom.  
3.2.6.2. Priprava vzorcev za TEM s pomočjo saharoznega gradienta 
Priprava vzorcev s pomočjo saharoznega gradienta je prirejena po protokolu, ki so ga 
objavili Bhakdi in sod. (1985). Dan pred predvideno uporabo ultacentrifuge smo pripravili 
raztopine posameznih koncentracij saharoze (5 mM Tris-HCl, 25 mM NaCl, 5,25 mM 
DOC, ustrezna količina saharoze (10-50 %, korak med koncentracijami je bil 5 %), pH 
8.2). Pripravljene raztopine smo preko noči inkubirali na hladnem (4 °C), prav tako smo na 
hladnem preko noči inkubirali rotor centrifuge. Naslednji dan smo izvedeli pripravo 
vzorcev in samega gradienta v centrifugirki za ultracentrifugo. 
3.2.6.2.1. Priprava vzorcev liposomov in LLO za saharozni gradient 
Priprava vzorcev liposomov in LLO za saharozni gradient je potekala tako, da smo 
liposome (MLV ali LUV) v končni koncentraciji 10 mM inkubirali z 0,01 mM LLO. 
Pripravili smo 800 µL vzorca. Po 30-ih minutah smo lipidne vezikle raztopili z 1,2 % 
LDAO (1 h). Tako pripravljen vzorec (800 µl) smo nanesli na vrh saharoznega gradienta. 
3.2.6.2.2. Priprava vzorcev govejih eritrocitov in LLO oziroma PFO za saharozni gradient 
Priprava vzorcev je potekala tako da smo 2 ml govejih eritrocitov redčili v 8 ml 
eritrocitnega pufra  (pH 6.5). Nato smo 10 minut inkubirali 5 ml redčenih eritrocitov, 0.5 
ml LLO (koncentracije 4 mg/ml) oz. 0,5 mM PFO  ter 5 mM DTT. Posedanje membran 
smo izvedli s centrifugiranjem (4 °C, 25000 g, 15 minut). Kasneje smo membrane smo 
sprali s 5 mM fosfatnim pufrom in centrifugiranje ponavljali dokler ni vzorec postal 
prosojen (običajno tikrat). Potem smo membrane raztopili s 5 mM fosfatni pufer (5 mM 
Na-fosfat, pH 8.0) z dodanim 250 mM DOC. Tako pripravljen vzorec smo nanesli na 
saharozni gradient (800 µl). 
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3.2.6.2.3. Priprava saharoznega gradienta in nanos vzorcev 
Saharozni gradient smo v ultracentrifugirke nanašali postopno (od 50 % na dnu proti 10 % 
koncentracije na vrhu mikrocentrifugirke) s pomočjo siringe (500 µl), ki smo jo ob vsaki 
menjavi koncentracije saharoze dobro sprali z MQ. Uporabili smo gradient, kjer smo v 14 
ml mikrocentrifugirko naneseli enako količino saharoznih raztopin (vsake po 1300 µl) ter 
na koncu še 800 µl vzorca. Po nanosu raztopin in vzorca smo centrifugirko zaprli s 
posebnim priborom, pri čemer smo s talilno palico stalili vrh centrifurke. Neprodušno 
zaprto centrifugirko smo previdno preneseli v ohlajen rotor ultracentrifuge. Rotor smo 
položili v predhodno ohlajeno ultracentrifugo in izvedeli ultracentrifugiranje (41000 rpm, 
16 h, 4°C). Po zaključku ultracentrifugiranja je sledilo zbiranje vzorcev, ki je potekalo 
tako, da smo centrifugirko na zgodnjem delu s skalpelom odprli in nato previdno jemali po 
1 ml gradienta. Dobili smo 12 frakcij, ki smo jih preverili na NaDS-PAGE gelu. Vse 
frakcije (alikvotirane) smo zamrznili in shranili na -80 °C.  
3.2.6.2.4. Preverjanje frakcij iz saharoznega gradienta s TEM 
Namen ultracentrifugiranja v saharoznem gradientu je bil ločitev proteinskih kompleksov 
glede na velikost. V saharoznem gradientu proteinski kompleksi, odvisno od svoje 
velikosti, potujejo različno daleč. V frakcijah vzetih v zgornjih delih centrifugirke, je bila 
koncentracija saharoze najmanjša.V tem delu smo pričakovali, ostanke eritrocitov ter 
monomere oz. manjše oligomere LLO, v frakcijah, kjer je bila koncentracija saharoze 
največja (t. j. spodnji del centrifugirke), pa smo, tudi glede na literaturo (Bhkadi, 1985), 
pričakovali vedno večje oligomerne komplekse, tudi morebitne pore. Da bi dokazali 
prisotnost različno velikih proteinskih kompleksov LLO, smo zato izbrane frakcije iz 
gradienta preverili s TEM. Pri tem smo preverili tako frakcije, kjer je bila koncentracija 
najnižja, posebej pa smo se osredotočili na frakcije, kjer je bila koncentracija saharoze 
večja. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. IZRAŽANJE IN IZOLACIJA LLO 
4.1.1. Transformacija in rast celic 
LLO smo izrazili v ekspresijskem sistemu E. coli po vnaprej znanem protokolu, opisanem 
v poglavju 3. Materiali in metode, 3.2.1 Transformacija in rast celic. 
Vzorca PI1 in PI2, ki smo ju shranili pred oziroma po dodatku IPTG bakterijskim celicam 
smo preverili z NaDS-PAGE gelom (Slika 8). Na višini približno 60 kDa (kjer 
pričakujemo LLO) pri vzorcu PI1 (vzorec PRED indukcijo celic), proteinska lisa ni 
prisotna, opazimo pa jo pri vzorcu PI2 (PO indukciji celic). S tem smo potrdili uspešno 
indukcijo promotorja gena/sinteze proteina LLO z IPTG. 
    STD       PI2      PI1      
 
Slika 8: NaDS-PAGE gel (4-12 % zamreženost) preverjanja izražanja proteina LLO. Vzorci: STD (standard 
Precision Plus Protein Unstained Standard), PI1 (vzorec PRED indukcijo celic) in PI2 (PO indukciji celic). Z 
modro elipso je označena lega LLO.  
4.1.2. Nikelj afinitetna kromatografija I - NiNTA I 
Za izolacijo LLO smo uporabili Ni-NTA afinitetno kolono, na katero smo nanesli 
supernatant, ki smo ga dobili po razbitju bakterijskih celic, ki so izražale protein LLO 
(divji tip, wt). 
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Slika 9: Prva faza čiščenja proteina LLO z NiNTA I z označenimi zbranimi frakcijami: FT (frakcija vzorca 
pred spiranjem s pufrom B, od 0 do 100 ml), F1 (prvi vrh krivulje kmalu po dodatku 20 % pufra B, od 100 do 
140 ml), F2 (drugi vrh krivulje po dodatku 20 % pufra B, od 140 do 260 ml) ter elucija (spiranje s 100 % 
pufrom B, faza v kateri pričakujemo elucijo proteina LLO, od 260 do 300 ml). 
V prvi fazi čiščenja proteina LLO (Ni-NTA I) (Slika 9) smo ob vsakem dvigu krivulje 
A280 na grafu ločeno zbrali frakcije, ki so vključevali različne proteine. Ob spiranju s 10 
mM imidazolom s kolone se je izločil večji del nečistoč (vzorec FT), zato ima ta del 
krivulje največjo absorbanco (Slika 9). Nečistoče smo potrdili tudi na gelu NaDS (Slika 
10) – vzorec FT je podoben izhodiščnemu vzorcu (N). Ker je protein LLO (wt) označen s 
posebnim zaporedjem imenovanim His-repek, se je vezal na kolono Ni-NTA in smo ga s 
kolone odstranili kasneje.  
Po spiranju s 60 mM imidazolom se znebimo dodatnih nečistoč vezanih na kolono, kar 
dokazujeta dva dviga krivulje (Slika 9) po dodatku pufra B (20 % pufer B) ter jamici 20 % 
F1 in 20 % F2 na NaDS gelu (Slika 10). Poleg nečistoč je bil v tej frakciji prisoten tudi 
protein LLO. Večina proteina LLO se s kolone spere po dodatku 300 mM imidazola (100 
% pufer B, elucija).Vse očiščene frakcije, kjer je bil LLO prisoten, smo pred dializo 
združili (vzorec PRED TEV). Višina proteinske lise se pri vzorcu PO TEV (t. j. po dializi) 
nahaja nekoliko nižje kot pri vzorcu PRED TEV (Slika 10), kar sovpada z našimi 
pričakovanji – po cepitvi s TEV je protein LLO brez His-repka. 
 
 
FT (10 mM 
imidazol) 
Spiranje (30 mM 
imidazol) 
F2 Elucija (300 mM 
imidazol) 
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     N      FT      20 %    20 %    STD   PRED   PO     TB 
                         F1       F2                  TEV     TEV 
 
 
Slika 10: NaDS-PAGE gel (4-12 % zamreženost) izolacije LLO po postopku NiNTA I. Vzorci: N (vzorec 
nanosa na kolono), FT (spiranje s  10mM imidazolom), 20 % F1 (prvi vrh spiranju s 60 mM imidazolom), 20 
% F2 (drugi vrh ob spiranju s 60 mM imidazolom), STD (standard Precision Plus Protein Unstained 
Standard), PRED TEV (vzorec pred dodatkom TEV-proteaze), PO TEV (po dodatku TEV-proteaze), vzorec 
TB (supernatant po centrifugiranju bakterijskih celic). Z modro puščico je označena lega LLO.  
4.1.3. Nikelj afinitetna kromatografija II - NiNTA II 
Po uspešni cepitvi proteina s TEV proteazo je sledil drugi del čiščenja in izolacije proteina 
z NiNTA II (Slika 11). Krivulja NiNTA II (Slika 11A) ima največjo absorbanco v prvem 
delu, ko se spere protein LLO z odrezanim His-repkom. Elucija nevezanega proteina LLO 
se začne kmalu po zagonu sistema in traja dokler skozi sistem ne steče 80 ml pufra (Slika 
11A). Naslednji dvig krivulje sledi kmalu (približno 90 ml) - v tem delu se sprostijo 
nečistoče in LLO, ki je bil vezan na koloni (t. j. LLO, kateremu TEV proteaza ni odcepila 
His-repka), prav tako se v tem koraku znebimo tudi TEV proteaze, ki je označena s His-
repkom. 
Vzorci LLO (Slika 12) predstavljajo serijo redčitev LLO, ki smo jih preverili na gelu 
NaDS po koncentriranju. 
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Slika 11: Druga faza čiščenja proteina LLO (NiNTA II). A) Drugi del Ni-NTA afinitetne kromatografije. 
Najprej poteka elucija proteina (od 0 do 80 ml) s 100 % pufrom B (300 mM imidazol), nato pa spiranje s 
pufrom brez imidazola (vzorec FT) (od 80 do 110 ml). B) Preverjanje frakcij Ni-NTA II z NaDS gelom (4-12 
% zamreženost gela): FT (spiranje s pufrom brez imidazola), 100% B (elucija proteina, 300 mM imidazol), 
STD (standard molekulskih mas Precision Plus Protein Unstained Standard). 
   LLO1  LLO2   LLO3    LLO4   LLO5    LLO6    STD 
 
 
Slika 12: NaDS-PAGE (4-12 % zameženost) gel očiščenega in skoncentiranega LLO. Vzorci LLO (1 – 6) so 
vzorci različnih koncentracij LLO: LLO1 (0,5 µg), LLO2 (1 µg), LLO3 (2 µg),LLO4 (5 µg ), LLO5 (10 µg ), 
LLO 6 (20 µg) ter STD (standard Precision Plus Protein Unstained Standard).  
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Rezultati izkoristka postopka izražanja in izolacije LLO so predstavljeni v Preglednici 13.  
Preglednica 13: Pregled izkoristka gojenja in izolacije LLO. 
Mokra masa bakterijske kulture (po žetvi) 28,42 g 
Koncentracija pridobljenega proteina 4 mg/ml 
Volumen pridobljenega proteina 7,5 ml 
Skupna masa pridobljenega proteina 30 mg 
Izkoristek  
1,06 mg čistega LLO/g mokre 
biomase 
 
4.2. PREVERJANJE HEMOLITIČNE AKTIVNOSTI LLO 
LLO je hemolitičen protein, torej sproži lizo eritrocitov. Aktivnost izoliranega in 
očiščenega proteina LLO smo preverjali s testom hemolize (postopek je opisan v poglavju 
3.2.4). Potek hemolize smo spremljali s spreminjanjem optične gostote snovi, ki se pojavi 
zaradi lize eritrocitov ob prisotnosti aktivnega LLO, z merjenjem absorbance pri 630 nm. 
Test hemolize LLO smo izvedli na dveh tipih eritrocitov, govejih in ovčjih. Eritrocite smo 
tik pred meritvijo dodali v vnaprej pripravljene redčitve proteina LLO (končne 
koncentracije od 512 ng/ml do 0.25 ng/ml). 
Kot je razvidno iz Preglednice 14, je bil LLO v nizkih koncentracijah (pod 1 ng/ml) v 
primeru ovčjih in govejih eritrocitov izrazito neučinkovit. Pri koncentracijah večjih od 2 
ng/ml opazimo večjo aktivnost proteina, ki uspešno uničuje membrane predvsem govejih 
erotrocitov – v primeru ovčjih eritrocitov je bil efekt LLO pri enaki koncentraciji LLO 
manjši. Pri koncentraciji LLO 32 ng/ml lahko govorimo o skoraj popolni lizi eritrocitnih 
membran, z višanjem koncentracije je bil torej učinek vpliva LLO enak – popolna liza 
membran tako pri obeh tipih eritrocitov. 
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Preglednica 14: Preverjanje hemolitične aktivnosti LLO na govejih in ovčjih eritrocitih.  
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4.3. PRIPRAVA LIPOSOMOV 
Za pripravo večjih oligomerov LLO smo pripravili lipidne vezikle (MLV-je in LUV-e) po 
opisanem postopku v poglavju 3 Materiali in metode (3.2.4 Priprava liposomov). Lipidni 
vezikli so primeren membranski sistem za inkubacijo z LLO, saj je njihova lipidna sestava 
znana, sistem pa ne vsebuje drugih proteinov. 
4.3.1. Encimski test za ugotavljanje razmerja med deležem fosfatidilholina in 
holesterola 
Encimski test za ugotavljanje razmerij koncentracij CHOL in POPC (Wako, ZDA) smo 
uporabili za določanje razmerja med CHOL in POPC v pripravljenih liposomih.  
Preglednica 15: Vrednosti absorbance (600 nm) za določanje razmerja koncentracije POPC in CHOL v lipidnih 
veziklih,. 
ABSORBANCA 
(600 nm) 
SLEPA 
PROBA 
STANDARD 
MLV 
neredčeni 
MLV 
10x 
redčeni 
LUV 
neredčeni 
LUV 
10x 
redčeni 
POPC 0,048 0,610 0,949 0,199 0,715 0,287 
CHOL 0,047 0,289 0,566 0,155 0,691 0,162 
Za izračun deleža holesterola smo uporabili podatke iz Preglednica 15 in jih vnesli v enačbi 1 
in 2 (opisano v poglavju 3.2.4.3 Encimski test za določanje lipidne sestave liposomov). Kot je 
razvidno iz Preglednica 16 je delež holesterola v bližini 50 %. S pomočjo Wako testa smo 
ugotovili, da so se lipidi (POPC in CHOL) pri pripravi MLV-jev v mešanici dokaj 
enakomerno porazdelili. Sicer bi si želeli, da je razmerje med POPC in CHOL zlasti pri LUV-
ih še nekoliko bližje 50 %.  
Preglednica 16: Razmerje koncentracij POPC in CHOL v lipidnih veziklih. 
KONCENTRACIJA 
(mM) 
MLV–
neredčen 
MLV–10x 
redčeni 
LUV–neredčeni (ekstrudor 
za enkratno uporabo) 
LUV–10x 
redčeni 
POPC 6, 31 1,06 4,68 1,68 
CHOL 5,55 1,15 6,88 1,23 
SKUPAJ 
KONCENTRACIJA 
11,86 2,21 11,57 2,91 
% CHOL 46,8 52,1 59,5 42,3 
4.3.2. Dinamično sipanje svetlobe (DLS) 
Pripravljenim LUV-om smo določili velikost s pomočjo DLS. Za prikaz velikosti veziklov 
smo uporabili graf razporeditve velikosti veziklov oz. delcev glede na njihovo število (Slika 
13). Opravili smo po 3 meritve ter izračunali povprečno vrednost velikosti LUV-ov glede na 
njihovo število. Ta vrednost je bila 72 ± 9nm nm. Rezultat povprečne vrednosti velikosti 
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veziklov sicer nekoliko odstopa od pričakovane – ker smo za pripravo veziklov uporabili poro 
velikosti 100 nm, bi pričakovali rezultat, ki bi bil bližje tej vrednosti. 
 
Slika 13: Razporeditev velikosti LUV-ov glede na njihovo š tevilo izmerjenih z DLS. Na x-osi je predstavljena 
velikost LUV-ov (enota d.nm pomeni premer LUV-ov v nm, angl. diameter nm) na y-osi pa njihovo število (v 
odstotkih). 
4.4. AGAROZNA ELEKTROFOREZA 
Protein LLO ima velikost približno 60 kDa, v celici pa sodeluje pri »pobegu« bakterijske 
celice iz celice gostitelja. Pri tem tvori večje oligomerne komplekse – glede na literaturo še 
vedno ni popolnoma jasno ali pri tem tvori popolne proteinske pore ali proteinske loke 
(Podobnik in sod., 2015, Ruan in sod., 2016). Da bi lahko z elektroforezo določili prisotnost 
tudi velikih oligomerov, smo pripravili agarozne gele pri različnih koncentracijah agaroze 
(zamreženosti) v gelu. Najprej smo preverjali potovanje samega proteina LLO po agaroznem 
gelu, nato pa še protein inkubiran s liposomskimi vezikli (te smo raztopili s pomočjo 1,2 % 
LDAO), kjer smo pričakovali nastanek večjih proteinskih kompleksov. 
4.4.1. Preverjanje pogojev agarozne elektroforeze za optimizacijo postopka 
Začetni agarozni geli so bili namenjeni pripravi protokola in optimizaciji pogojev za čim 
boljše potovanje proteina.  
Na gelu (Slika 14A) je prikazano potovanje monomera LLO (t. j. vzorec LLO) pri debelini 
gela 7 mm in 2 % koncentraciji agaroze v gelu. Za pripravo vzorcev smo uporabljali 
komercialno dostopen vzorčni pufer, ki je vseboval NaDS in ustrezno nabil protein LLO za 
potovanje po gelu. Monomerno obliko LLO smo uporabljali kot standard za oceno potovanja 
proteinov v agaroznem gelu. Da bi ugotovili, ali obstaja razlika med potovanjem monomera 
LLO in oligomerov LLO, smo uporabili oksidant (0.1 mM CuSO4, 0.5 mM fenantrolin) s 
pomočjo katerega so nastali LLO dimeri (Cajnko in sod., 2015), ki so vidni pri vzorcih DI1 
(dimer 1) in DI2 (dimer 2). Vzorca sta bila pripravljena kot dve paralelki za primerjavo 
(dimeri označeni z rdečo puščico). Nastanek dimera je posledica nastanka disulfidne vezi med 
dvema molekulama LLO. Monomer LLO namreč vsebuje en naravno prisoten cistein v 
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domeni 4 proteina LLO. Za kontrolo razpada dimerov smo dvema vzorcema (DI1+R ter 
DI2+R) po oksidaciji dodali reducent DTT, ki reducira disulfidne mostičke. Pri vseh vzorcih 
je opazna lisa na višini monomera LLO (označeno z rdečo elipso), kar je pričakovano, saj se 
vsi monomeri najverjetneje ne povežejo v dimere (vzorca DI1 in DI2), prav tako nastali 
dimeri ob dodatku reducenta DTT pričakovano razpadejo (vzorca DI1+R in DI2+R).  
Debelino gela (7 mm) smo z optimiziranjem metode agarozne elektroforeze zmanjšali na 5 
mm, saj smo želeli zmanjšati stroške priprave gelov, sočasno pa smo želeli preveriti ali pri 
tanjšem gelu bolje ločimo oligomere LLO. Ko smo debelino gela spremenili na 5 mm (2 % 
koncentracija agaroze), je bila ločba proteinskih list boljša kot pri 7 mm gelu (Slika 14), zato 
smo v nadaljevanju vedno uporabljali debelino gela 5 mm. Tanjšega gela nismo mogli 
pripraviti, ker smo morali pri pripravi gela zagotoviti dovolj velike jamice, ki so omogočale 
nanos večjih volumnov (do 15 µl) vzorca. Tudi v primeru 1 % gela (Slika 15) opazimo večje 
proteinske komplekse, ki so posledica dodatka oksidanta in jih, z z dodatkom DTT spet 
ločimo. 
 
A  LLO1  LLO2    DI1    DI2      DI1+R   DI2+R B   LLO1   LLO2    DI1       DI2      DI1+R   DI2+R 
 
 
 
 
 
Slika 14: Agarozna elektroforeza potovanja proteinskih kompleksov (uporaba komercialno dostopnega 
vzorčnega pufra, ki je vseboval NaDS, pH 8.4). A) Pogoji: debelina gela 7 mm, 2 % zamreženost gela, hladna 
soba, U=100 V, barvanje po Coomassie). Vzorci: LLO (kontrola: monomer LLO), vzorca DI1 in DI2 sta vzorca 
dimerov, ki smo jih dobili, ko smo monomeru LLO dodali oksidant. Vzorca DI1+R ter DI2+R predstavljata 
paralelna vzorce dimerov, ki smo jih razbili z dodatkom reducenta DTT. B) Pogoji: debelina 5 mm, 2 % 
zamreženost, hladna soba, U=100V, barvanje po Coomasie. Vzorci: LLO1 in LLO1 (vzorca z monomerom 
LLO), D1 in D 2 (vzorca dimerov), D1+R ter D2+R (vzorca z DTT). Višina monomera LLO je v obeh primerih 
označena z rdečo elipso, višina oligomera s puščico. 
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A LLO        DI1        DI2    DI1+R     DI2+R 
 
 
Slika 15: Agarozna elektroforeza potovanja proteinskih kompleksov (komercialni vzorčni pufer z NaDS, pH 
8.4). Pogoji: debelina gela 5 mm, 1% zamreženost, hladna soba, U=100 V, barvanje po Coomassie). Vzorci: 
LLO (kontrola: monomer LLO),  vzorca DI1 in DI2 sta paralelna vzorca dimerov, ki smo jih dobili, ko smo 
monomeru LLO dodali oksidant. Vzorca DI1+R ter DI2+R predstavljata vzorce dimerov, ki smo jih razbili z 
dodatkom reducenta DTT. Višina oligomerov je označena s puščico, višina monomera pa z elipso. 
Optimizacijo začetnih pogojev smo zaključili z ugotovitvijo, da pri uporabi elektrofreznega 
pufra TBE (pH 8.0), gelu debeline 5 mm, 1 % koncentraciji agaroze ter hladnih pogojih za 
izvedbo elektroforeze še vedno dosežemo dovolj dobro ločitev monomera LLO od večjih 
oligomernih oblik LLO, pri tem pa porabimo najmanj materiala. Te pogoje smo zato kot 
standardne uporabljali pri vseh gelih v nadaljevanju. 
4.4.2. Preverjanje potovanja LLO ob uporabi različnih vzorčnih in elektroforeznih 
pufrov 
NaDS je anionski detergent, ki vpliva na proteine ter proteinske komplekse in jih denaturira, 
zato smo ga morali iz naših poskusov povsem izločiti. Ker smo v vseh prejšnjih 
elektroforezah NaDS (Slika 14 in Slika 15) uporabljali v vzorčnem pufru, smo pri enakih 
pogojih elektroforeze preverili tudi potovanje LLO ob uporabi drugih vzorčnih pufrov.  
Ko smo uporabili komercialni vzorčni pufer (NuPAGE®LDS Sample Buffer, pH 8.4) z 
dodanim NaDS-om (Slika 16A, jamici 1 in 2) smo dosegli potovanje monomera LLO, ki smo 
ga detekirali že v prejšnjih eksperimentov (Slika 14 in Slika 15). Pripravili smo vzorčni pufer, 
ki je vseboval bromfenol, glicerol in TBE (pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 Pufri, raztopine), 
ni pa vseboval detergenta NaDS (Slika 16A, jamici 3 in 5). Glicerol poveča gostoto vzorca, 
zato vzorec lažje sede na dno jamice gela. Bromfenol smo v nanašalni pufer dodali kot barvni 
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označevalec za spremljanje poteka elektroforeze, pufer TBE pa smo uporabili, ker je v njem 
potekala elektroforeza, prav tako smo v njem pripravljali tudi agarozne gele. Protein LLO v 
primeru uporabe tega vzorčnega pufra ni potoval v pravo smer, kar je najverjetneje posledica 
neustrezne nabitosti proteina. Preizkusili smo tudi dodajanje Coomassie G-250, ki smo ga 
dodali vzorčnemu pufru, ki smo ga sami pripravili (pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 Pufri, 
raztopine). Coomassie G-250 proteinom doda negativni naboj, zaradi česar proteini potujejo v 
želeni smeri. Dodajanje G-250 je sicer razširjeno pri izvajanju nativne elektroforeze, kadar so 
poleg proteina v vzorcu prisotni tudi detergenti (Reisinger in Eichaker, 2006).  
A      1        2       3       4         5       6      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 16: Preverjanje potovanja monomera v različnih vzorčnih pufrih. A) Pogoji elektroforeze (agarozni gel, 1 
% zamreženost gela, debelina gela 5 mm, pH elektroforeznega pufra TBE 8.0, hladna soba, U=100V). Jamice: 1) 
LLO+DTT+komericialni vzorčni pufer z dodanim NaDS (pH 8.4) +toplotna obdelava, 2) LLO+DTT+ 
komericialni vzorčni pufer z dodanim NaDS (pH 8.4) brez toplotne obdelave, 3) LLO+DTT+vzročni pufer, ki 
smo ga sami pripravili in ni vseboval NaDS (bromfenol+glicerol+TBE;  pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 Pufri, 
raztopine) brez toplotne obdelave, 4) LLO+DTT+vzorčni pufer, ki smo ga sami pripravili (bromfenol+glicerol+ 
TBE; pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 Pufri, raztopine) z dodanim G-250 brez toplotne obdelave, 5) paralelka 
LLO+DTT+vzorčni pufer, ki smo ga sami pripravili (bromfenol+ glicerol+TBE; pH 8.0) brez toplotne obdelave, 
6) paralelka vzorca LLO+DTT+vzorčni pufer, ki smo ga sami pripravili (pH 8.0) z dodanim G-250 brez toplotne 
obdelave. Rdeča puščica označuje monomer LLO.  
Ustrezno potovanje monomera smo dosegli, če smo protein LLO nabili z dodajanjem 
detergenta (NaDS ali Coomasie G-250). Zaradi samih lastnosti proteina LLO, ki glede na 
literaturo tvori manj stabilne pore, smo se odločili, da je primernejša uporaba neionskega 
detergenta (G-250), ki najverjetneje manj poškoduje večje proteinske komplekse LLO. 
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Že majhne spremembe pH vrednosti vplivajo na strukturo in naboj proteina, zato smo 
preverili tudi vpliv spreminjanja pH elektroforeznega pufra TBE (pH 6.0, pH 7.0). TBE pufer 
smo na ledu s solno kislino uravnali na pH 7.0 oz. pH 6.0. Tak elektroforezni pufer (pH 6.0 
oz. 7.0), smo nato uporabili tudi za pripravo gela. Potovanja proteina LLO nismo opazili niti 
pri elektroforeznem pufru pH 7.0, niti pri pH 6.0. Takoj po barvanju sta bila gela razbarvana, 
prav tako pri pri kislih pogojih nismo mogli doseči konstantne napetosti 100 V (ta je bila 
večino časa 70 V), kar pa bi lahko bila tudi posledica nestabilnosti Tris v pufru TBE (pH 6.0), 
saj je Tris stabilen v območju pH 7-9. Kljub temu, da smo napako (nestabilnosti pufra) 
odkrili, smo idejo spreminjanja pH opustili, saj potovanja proteina nismo dosegli niti pri pufru 
(Slika 17A), kjer je bil pH 7.0. Ker spremembe pH vrednosti rezultatov niso izboljšale, smo se 
v nadaljevanju vrnili nazaj k začetnim pogojem (pH 8.0). 
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Slika 17: Preverjanje potovanja monomera LLO v elektroforeznih pufrih različih pH. A) Pogoji (1 % zameženost 
gela, debelina gela 5 mm, elektroforezni pufer TBE (pH 7.0), hladna soba, U=100V, priprava vseh vzorcev brez 
toplotne obdelave). Jamice: 1) 3 µl LLO (koncentracije 4 mg/ml)+DTT +komercialni vzorčni pufer z dodanim 
NaDS (pH 8.4), 2) 6 µl LLO+DTT+ komercialni vzorčni pufer z dodanim NaDS (pH 8.4), 3) 3 µl 
LLO+DTT+vzorčni pufer, ki smo ga sami pripravili (bromfenol+glicerol+ TBE pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 
Pufri, raztopine), 4) 6 µl LLO+DTT+vzorčni pufer (bromfenol+glicerol+TBE pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 
Pufri, raztopine). B) Pogoji (1 % zameženost gela, debelina gela 5 mm, elektroforezni pufer TBE (pH 6.0), 
hladna soba, U=100V). Jamice: 1) 3 µl LLO (koncentracije 4 mg/ml)+DTT +komercialni vzorčni pufer z 
dodanim NaDS (pH 8.4), 2) 6 µl LLO+DTT+ komercialni vzorčni pufer z dodanim NaDS (pH 8.4), 3) 3 µl 
LLO+DTT+vzorčni pufer, ki smo ga sami pripravili (bromfenol+glicerol+ TBE, pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 
Pufri, raztopine), 4) 6 µl LLO+DTT+vzorčni pufer (bromfenol+glicerol+TBE pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 
Pufri, raztopine). Elektrodi obrnjeni. 
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Zamreženost agaroznega gela je vplivala na potovanje proteina, prav tako tudi debelina gela. 
Pri debelini gela 5 mm, 1 % koncentraciji agaroze ter uporabi elektroforeznega pufra TBE 
(pH 8.0) smo dosegli dovolj dobre rezultate, da smo te pogoje uporabljali kot standardne. 
Pomembna je bila tudi priprava vzorca, pri čemer smo ugotovili, da je za ustrezno potovanje 
proteina LLO v gelu potrebna prisotnost detergenta v vzorčnem pufru, ki nabije protein. Ker 
je vpliv na proteinske komplekse najverjetneje manjši ob dodajanju neionskega detergenta, 
smo se odločili za uporabo G-250 namesto NaDS.  
Iz zgoraj navedenih rezultatov smo za naslednje analize izbrali naslednje pogoje: 
elektroforezni pufer TBE (pH 8.0), 1 % koncentracija agaroze, debelina gela 5 mm, vzorčni 
pufer (bromfenol+ glicerol+TBE pH 8.0, priprava poglavje 3.1.5 Pufri, raztopine) z dodanim 
G-250 ter izvajanje elektroforeze pri 4 °C. 
4.4.3. Preverjanje potovanja oligomerov LLO nastalih po inkubaciji z liposomi in 
raztapljanjem z LDAO in Triton X-100 
V nadaljevanju smo pričeli s preverjanjem potovanja oligomerov LLO v agaroznem gelu. Ker 
je priprava MLV-jev hitrejša in cenovno ugodnejša, kot priprava LUV-ov, smo za pripravo 
oligomerov protein LLO inkubirali z MLV-ji. Oligomerne komplekse smo iz membranskega 
sistema poskusili izločiti z dodajanjem detergenta (LDAO ali Triton X-100) (opisano v 
poglavju 3.2.5.2.1.). Detergent smo želeli vnesti v čim manjših koncentracijah, ki bi 
učinkovito raztopile lipide in ob tem povzročile čim manj poškodb proteinskih kompleksov.  
Inkubirane vzorce LLO in liposomov (10 minut, sobna temperatura), ki smo jih raztopili z 
detergentom, smo nanesli na agarozni gel (Slika 18). Vzorca K1 in K2 predstavljata kontroli – 
v K1 je to detergent LDAO z monomernim topnim LLO, v K2 pa detergent Triton X-100 z 
monomernim topnim LLO. Že pri kontrolah so proteinske lise komaj opazne, kar je 
najverjetneje povezano z omejeno velikostjo jamice in posledično premajhnim nanosom 
proteina. Detergenta sta vplivala tudi na potovanje monomera, saj sta proteinski lisi pri 
kontrolnih vzorcih na različnih višinah. Pri vzorcih, kjer smo za raztapljanje liposomov 
uporabili Triton X-100, do raztapljanja ni prišlo (raztopina je ostala motna), zato smo vzorec 
centrifugirali in na gel nanesli supernatant (vzorca IV1, IV2). Ker proteinske lise na gelu niso 
opazne, sklepamo, da je protein ostal v sedimentu. Vzorca IV1* in IV2* predstavljata vzorce 
raztopljene z 0,6 % LDAO, lisi na gelu pa najverjetneje predstavljata lipide. Izpostavimo 
lahko še, da po opravljeni elektroforezi iz jamic ne odpotuje ves nanos – vidne so bile 
obarvane lise v samih jamicah (Slika 18, rdeča elipsa ). Ker smo raztapljanje liposomov 
zaznali pri uporabi detergenta LDAO, smo tega uporabljali v vseh nadaljnih eksperimentih. 
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Slika 18: Agarozna proteinska elektroforeza (brez NaDS) po raztapljanju lipidnih veziklov inkubiranih z LLO. 
Vzorci: K1 (LDAO + LLO) (monomer LLO označen s črno puščico), K2 (Triton + LLO) (monomer LLO 
označen z zeleno puščico), IV1* (LLO+ MLV, raztapljanje z 0,6 % LDAO), IV1 (LLO + MLV, raztapljanje s 
Triton X100, supernatant), IV2* (paralelni vzorec IV1*, LLO + MLV, raztapljanje z 0,6 % LDAO), IV2 
(paralelni vzorec LLO + MLV, raztapljanje s Triton X100, supernatant). 
4.4.4. Preverjanje potovanja oligomerov LLO nastalih po inkubaciji z LUV-i in 
raztapljanjem z LDAO 
Po tem ko smo se odločili, da bomo za raztapljanje liposomov uporabljali detergent LDAO za 
raztapljanje lipidov, smo pripravili agarozne gele, ki so vključevali inkubirane vzorce LUV-
ov in LLO, raztopljene z različnimi koncentracijami detegenta LDAO (Slika 19). V tej fazi 
smo se odločili za uporabo LUV-ov, ki jih sestavlja en lipidni sloj, zato smo sklepali, da bo 
izločanje oligomerov LLO iz njih lažje kot pri MLV-jih. Povsod, kjer so bili vzorci LLO 
inkubirani z LUV-i opazimo lise, ki so po velikosti nad pričakovanimi lisami monomera LLO. 
To bi lahko bili večji kompleksi LLO, za katere pa ne moremo zagotovo trditi katere velikosti 
so. Tudi v tem primeru je v vseh jamicah ostal del vzorca, posledično pa so lise, ki 
predstavljajo LLO slabše opazne. Vzorec, ki je ostal v jamicah bi lahko predstavljali večji 
kompleksi LLO, ki zaradi velikosti niso prestopili jamice ali pa mešanica neraztopljenih 
lipidnih veziklov in proteina LLO. 
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Slika 19: Preverjanje potovanja oligomernih kompleksov LLO nastalih pri inkubaciji LUV-ov in LLO ter po 
raztapljanju z različnimi koncentracijami detergenta LDAO (pogoji: 1 % zamreženost agaroznega gela, U=100V, 
elektroforezeni pufer TBE pH 8.0, hladna soba, vzorčni pufer, ki smo ga sami pripravili (priprava poglavje 3.1.5 
Pufri, raztopine) z dodanim G-250, priprava vzorcev brez toplotne obdelave). Jamice: 1-4) vzorec inkubiranih 
LUV-ov in LLO, raztopljen z različnimi koncentracijami LDAO: 1) raztapljanje z 1,2 % LDAO, 2) raztapljanje z 
0,6 % LDAO, 3) raztapljanje z 0,5 % LDAO, 4) raztapljanje z 0,3 % LDAO, 5) raztapljanje z 0,2 % LDAO, 6) 
kontrolni monomer LLO (rdeča puščica višina monomera). Z oranžno elipso označeni sedimenti v jamicah gela. 
4.4.5. Preverjanje raztapljanja liposomov inkubiranih z LLO  
Ker smo kljub raztapljanju z detergentom LDAO povsod na gelu v jamicah zasledili ostanke 
(Slika 20), smo se odločili, da raztapljanje liposomov preverimo tudi kvantitativno. Pripravili 
smo 5 mM oziroma 10 mM LUV-e, ki smo jih na mikrotitrni plošči inkubirali z LLO 
(postopek opisan v poglavju 3.2.4.5. Raztapljanje lipidnih veziklov s pomočjo detergentov). 
Ob tem smo spremljali spremembe v absorbanci (600 nm), ki so najverjetneje povezane z 
nastankom LLO por oziroma lokov. Po približno 40 minutah inkubacije (Slika 20) smo dodali 
detergent LDAO v različnih koncentracijah, da bi ugotovili, ali se kinetika dogajanja po 
dodatku detergenta spremeni, t. j. da bi ugotovili, ali detergent raztopi lipidne vezikle.  
Pri vseh vzorcih, ki so vsebovali inkubiran LLO in LUV-e, je po dodatku LDAO prišlo do 
izrazite spremembe absorbance (Slika 20), kar smo povezali z uspešnim raztapljanjem 
liposomov. Ugotovili smo, da je najbolj smiselno uporabiti 5 mM LUV-e, ki jih v približno 
15-20-ih minutah) raztopijo že manjše količine detergenta LDAO. Pri uporabi 10 mM LUV-
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ov je učinek LDAO podoben, le da je za popolno raztapljanje lipidnih veziklov potrebno 
(približno dvakrat) dalj časa.  
                                   Inkubacija  Raztapljanje lipidnih 
veziklov z LDAO 
Vsi LUV-i raztopljeni 
 
Slika 20: Kinetika raztapljanja lipidnih veziklov inkubiranih z LLO z detergentom LDAO. Z rdečo pušico so 
označene meritve s 5 mM LUV-i, kjer je absorbanca na začetku meritev med 0,2 in 0,3, z modro pa meritve z 10 
mM LUV-i (absorbanca na začetku meritev med 0,4 in 0,5). Kontrole predstavljajo: 1) pufer (10 mM MES, 150 
mM NaCl (pH 5.5)), 2) 10 mM LUV-i in pufer, 3) 10 mM LUV-i in LLO, 4) 10 mM LUV-i in pufer, 5) LLO in 
pufer. Inkubacija LLO in LUV-ov je trajala približno 40 minut, nato smo meritev začasno prekinili in dodali 
detergent (različne koncentracije). Po 15-ih minutah je detergent LDAO (v vseh koncentracijah) raztopil 5mM 
liposome, po 25 minutah tudi 10 mM. 
S preverjanjem kinetike raztapljanja smo ugotovili, da detergent LDAO raztopi 5 mM LUV-e 
inkubirane z LLO. Za to je potrebnih približno 20 minut, pri tem pa najverjetneje dosežemo 
izločitev proteinskih kompleksov LLO. V nadaljevanju smo uporabljali 1,2 % koncentracijo 
detergenta LDAO, ki LUV-e raztopi najhitreje. 
Pristop preverjanja inkubiranih vzorcev LLO in liposomov z agarozno elektroforezo brez 
NaDS ni bil najboljši. Kljub raztapljanju lipidnih membran in kljub temu da smo zaznali 
proteinske lise, ki nakazujejo na večje proteinske komplekse, so bile proteinske lise LLO na 
gelu neskoncentirane, zato smo v nadaljevanju poiskali nov pristop. 
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4.4.6. Preverjanje potovanja oligomerov LLO nastalih po inkubaciji z LUV-i in 
razbitjem z NaDS 
Ker so v jamicah agaroznega gela, kljub raztapljanju z 1,2 % LDAO, še vedno ostali 
sedimenti snovi smo poizkusili še protokol, ki so ga za protein PFO uporabili Shephard in 
sod. (2000). Avtorji so z agarozno gelsko elektroforezo uspešno ločili oligomerne komplekse 
PFO, ki je tudi CDC-protein in tvori oligomerne komplekse podobne kot pri LLO. Pore PFO 
so sestavljene iz 24 - 50 monomerov (velikost 1,5 - 2,5 MDa), ki so, podobno kot pore LLO, 
prevelike za potovanje v poliakrilamidnih gelih (Czajkowsky in sod., 2004). Za razbitje 
liposomov so avtorji uporabili detergent NaDS. Ker lahko NaDS razbije strukture 
oligomernih kompleksov, so pred dodatkom NaDS avtorji uporabili glutaraldehid, ki je 
deloval kot prečni povezovalec in povečal stabilnost por PFO. V vzorcu, kjer glutaraldehid ni 
bil prisoten, so se oligomeri razbili na monomere. Avtorji so tako ugotovili, da so oligomeri 
PFO ob prisotnosti glutaraldehida odporni na uničenje kompleksov s pomočjo NaDS ter delno 
odporni na tretiranje z NaDS in toploto. Najprej smo preverili ponovljivost protokola s 
proteinom PFO (Slika 21) in dobili podobne rezultate kot Shepard in sod. (2000).  
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Slika 21: Preverjanje potovanja oligomerov PFO po protokolu Shepard in sod. (2000). Gel (elektroforezni pufer: 
25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % NaDS; 1 % agaroza, dimenzije gela 20x20 mm). Jamice: 1) PFO inkubiran s 
prečnim povezovalcem glutaraldehidom, 2) Inkubacija LUV-ov in proteina PFO (30 minut), nato je sledila 
inkubacija s prečim povezovalec glutaraldehidom ter raztapljanje membrane z NaDS; 3) Inkubacija LUV-ov in 
proteina PFO (30 minut) ter raztapljanje membran z NaDS (95°C), 4) Inkubacija LUV-ov in proteina PFO (30 
minut), nato je sledila inkubacija z glutaraldehidom in raztapljanje liposomov z NaDS; 5) Inkubacija LUV-ov in 
proteina PFO (30 minut), čemur je sledila inkubacija z glutaraldehidom ter raztapljanje z NaDS (sobna 
temperatura) (oligomeri rumena puščica); 6) kontrola monomer PFO z dodanim NaDS (95°C) (zelena puščica). 
Podobne rezultate smo želeli doseči tudi za LLO (Slika 22). Tako pri vzorcih s PFO kot tudi 
pri vzorcih z LLO, smo v višini večjih proteinskih kompleksov (rumena puščica) opazili 
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proteinske lise. Te so pri vzorcih, ki vsebujejo protein PFO bolj skocentrirane kot pri vzorcih, 
ki vsebujejo LLO. Povsod lahko opazimo tudi proteinske lise, ki ustrezajo monomeru LLO 
oz. PFO, je pa proteinska lisa pri LLO manj opazna kot pri proteinu PFO, iz česar sklepamo, 
da se večina monomerov LLO veže v večje proteinske komplekse, medtem ko ostane veliko 
monomerov PFO nevezanih in jih na gelu opazimo kot proteinsko liso v višini monomera. Na 
osnovi primerjave gelov PFO (Slika 21) in LLO (Slika 22) smo ugotovili, da povsem 
primerljivih rezultatov LLO s PFO ne moremo doseči. Sklepamo, da je to posledica večje 
raznolikosti oligomernih kompleksov LLO, ki se ne koncentrirajo v eni proteinski lisi, pač pa 
se raztezajo čez celoten gel in jih posledično tudi težje identificiramo, kljub enaki količini 
nanosa vzorca. Ugotovitve so skladne z ugotovitvami drugih avtorjev, ki so že ugotovili, da so 
pore LLO v primerjavi s porami PFO bolj fleksibilne ter nepravilnih in različnih velikosti 
(Podobnik in sod., 2015; Mulvihill in sod., 2015). 
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Slika 22: Preverjanje potovanja oligomerov PFO in LLO po protokolu Shepard in sod. (2000). Gel 
(elektroforezni pufer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1 % NaDS; 1 % agaroza, dimenzije gela 20x20 mm, 
vzorčni pufer (5X) po Shepard in sod. (2000) z NaDS, priprava poglavje 3.1.5 Pufri, raztopine). Jamice: 1) 
kontrolni monomer PFO (zelena puščica); 2) Inkubacija LUV-ov in proteina PFO (30 minut), nato je sledila 
inkubacija s prečim povezovalec glutaraldehidom in raztapljanje liposomov z NaDS, 3) Inkubacija LUV in 
proteina PFO (30 minut), brez dodatka glutaraldehidain raztapljanje liposomov z NaDS; 4) kontrolni topni 
monomer LLO (rdeča puščica) in dodan NaDS; 5) inkubiran vzorec LLO in LUV in raztapljanje liposomov z 
NaDS, 6) inkubiran vzorec proteina LLO in LUV-ov (30 minut),inkubacija s prečnim povezovalcem 
glutaraldehidom in raztapljanje liposomov z NaDS; 7) inkubacija LLO in LUV (30 minut) in raztapljanje 
liposomov z NaDS; 8) paralelni vzorec LLO inkubiran zLUV-i (30 minut), inkubiran s prečnim povezovalcem in 
raztapljanje liposomov z NaDS; 9) kontrola: topni monomerni LLO inkubiran s prečnim povezovalecm in 
raztapljanje liposomov z NaDS; 10) kontrola LUV in in raztapljanje liposomov z NaDS. 
Protokol, ki smo ga povzeli po Shepard in sod. (2000) se je izkazal za ustreznega, kljub temu, 
da je bil pri pripravi vzorca prisoten detergent NaDS, ki sicer proteinske komplekse LLO 
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najverjetneje razbije. Da bi to preprečili, smo vzorcem dodali glutaraldehid, ki ojača povezave 
med posameznimi monomeri kompleksa. Kljub enakim pogojem elektroforeze (Slika 21, 
Slika 22) so opazne razlike v potovanju proteina PFO in LLO. Ker skocenentiranih 
proteinskih lis, kljub ponovitvi elektroforeze nismo dosegli, smo sklepali, da dobljeni rezultati 
predstavljajo nov dokaz, da LLO tvori proteinske komplekse različnih velikosti (Podobnik in 
sod., 2015; Ruan in sod., 2016), ki se najverjetneje tudi po stabilnosti razlikujejo od 
kompleksov nastalih pri PFO. V nadaljevanju smo zato nastanek oligomernih kompleksov 
preverjali še s kombinacijo ultracentrifugurianja v saharoznem gradientu in opazovanja 
struktur LLO oligomerov iz posameznih frakcij s TEM. 
4.5. TRANSMISIJSKA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (TEM) Z NEGATIVNIM 
SENČENJEM 
4.5.1. Ločevanje proteinskih kompleksov LLO v saharoznem gradientu 
Da bi ločili oligomere LLO, ki so po agarozni elektroforezi (Slika 20 in 22) kazali veliko 
raznolikost v velikosti, smo pripravili saharozni gradient po protokolu, ki smo ga povzeli po 
Bhkadi (1989) in je opisan v poglavju 3.2.7.2. Za začetek smo preizkusili liposome (MLV in 
LZV), ki predstavljajo čist membranski modelni sistem v katerem lahko z gotovostjo trdimo, 
da so oligomerne strukture res proteinski kompleksi LLO. Inkubaciji vzorcev LLO in LUV in 
razbitju membran z detergentom LDAO, je sledil nanos inkubiranih vzorcev na saharozni 
gradient (10-50 %). Po ultracentrifugiranju smo pri vseh vzorcih iz centrifugirke postopno (z 
vrha) jemali po 1 ml gradienta. Pri tem smo dobili 12 frakcij gradienta, pri čemer prva frakcija 
predstavlja gradient z najnižjo koncentracijo saharoze. Prisotnost LLO v posameznih frakcijah 
smo preverili na NaDS-gelu, na osnovi tega pa smo določene frakcije tudi pregledali s TEM. 
4.5.1.1. Preverjanje potovanja monomera LLO v saharoznem gradientu 
Najprej smo opravili kontrolni poskus, kjer smo v saharoznem gradientu ultracentrifugirali 
vzorec monomera LLO, da bi ugotovili morebitno potovanje monomer LLO vzdolž celotnega 
saharoznega gradienta (10-50 %) ali njegovo agregacijo v saharoznem gradientu. 
4.5.1.1.1. Preverjanje frakcij gradienta kontrolnega poskusa potovanja monomera LLO z 
NaDS-PAGE 
Po ultracentrifugiranju smo dobili 12 frakcij gradienta monomera, ki smo jih preverili z NaDS 
(Slika 23), da bi ugotovili v katerih frakcijah je protein LLO prisoten. LLO je bil pričakovano 
prisoten predvsem v zgornjih frakcijah – ker je v monomerni obliki, ostane v predelu 
gradienta z nižjimi koncentracijami saharoze. Monomer LLO je namreč v primerjavi z 
večjimi proteinskimi oligomeri LLO manjši in lažji, zato se njegovo gibanje v saharoznem 
gradientu ustavi že v zgornjih frakcijah (nižje koncentracije saharoze). 
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Slika 23: NaDS-PAGE gel (4-12 % zamreženost) frakcij monomera LLO po ultracentrifugiranju v saharoznem 
gradientu (10-50 %). Jamice: 1) kontrolni monomer LLO, 2-12) frakcije 2-12 vzorca monomera LLO. 
4.5.1.1.2. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta monomera LLO s TEM 
NaDS-PAGE je hitra in enostavna metoda s katero razločimo velikosti proteinov v vzorcu, na 
podagi katerih sklepamo na prisotnost določenega proteina, v našem primeru proteina LLO. 
Ker metoda vključuje detergent NaDS, ki najverjetneje denaturira proteine, metoda ni 
primerna za preverjanje prisotnosti oz. odsotnosti oligomerov. Da bi preverili ali so ti prisotni, 
smo izbrane frakcije iz gradienta preverili še s TEM. V frakciji 7 (Slika 24), kjer bi običajno 
že pričakovali oligomere, strukturiranih proteinskih kompleksov nismo opazili. To je skladno 
z našimi pričakovanji, saj proteina LLO v tem primeru nismo inkubirali z liposomi, zato do 
nastanka oligomerov ni moglo priti. Kljub temu smo opazili različne proteinske agregate.
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Slika 24: Preverjanje kontrolnega vzorca monomera LLO po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 
%) s TEM. A) in B) vzorec frakcije 7 po ultracentrifugiranju. Z rdečo puščico označeni proteinski agregati LLO. 
4.5.1.2. Preverjanje potovanja proteinskih kompleksov MLV-jev (POPC:CHOL 1:1), 
inkubiranih z LLO v saharoznem gradientu  
4.5.1.2.1. Preverjanje nastanka oligomerov LLO na MLV-jih, inkubiranih z monomernim 
LLO, pred nanosom na saharozni gradient s TEM 
S pomočjo TEM smo želeli najprej preveriti nastanek, tip oligomerizacije in obliko 
oligomerov na membrani lipidnih veziklov. Pri tem smo najprej pri sobnih pogojih 30 minut 
inkubirali LLO (500 nM) in MLV-je oz. LUV-e (10 mM, POPC:CHOL v razmerju 1:1, 
mol:mol, pH 5.5) (opisano v poglavju 3.2.1.9 Priprava vzorcev: lipidni vezikli in LLO) ter po 
nanosu vzorca na mrežico za elektronsko mikroskopiranje vzorec kontrastirali z 1 % vodno 
raztopino uranil acetata, s čimer smo dosegli negativno senčenje in posledično boljši kontrast 
struktur. Rezultati tega poskusa so predstavljali kontrolo vzorca pred ultracentrifugiranjem 
vzorca v saharoznem gradientu, ki smo ga naredili v nadaljevanju. 
Slika 25A-C prikazuje posnetke TEM istega vzorca, kjer smo inkubirali MLV-je in LLO 
(brez raztapljanja z LDAO). Opaznih je več različno oblikovanih proteinskih oligomerov, ki 
so podobne proteinskim poram različnih velikosti. Sarangi in sod. (2016b) so pokazali, da je 
velikost por odvisna tudi od sestave liposomov, pri čemer na lipidnih membranah, ki jih 
sestavljata POPC:CHOL nastanejo okrogle pore, ki so manjše in bolj heterogene kot LLO 
pore, ki nastanejo membrani, ki jo sestavljata DOPC:CHOL (Sarangi in sod., 2016a). Pore, ki 
smo jih opazili s TEM so skoncentrirane predvsem na določenih delih, kar sovpada z našimi 
predvidevanji (Ruan in sod., 2016; Sarangi in sod., 2016). Nastanek por so sicer dokazali tudi 
Podobnik in sod. (2015), ki so hkrati potrdili, da na delež nastalih por vpliva pH okolja. Ruan 
in sod. (2016), ki so spremljali nastajanje in vgradnjo oligomernih kompleksov v membrano, 
niso potrdili niti enega nastanka popolne pore, so pa, podobno kot mi, opazili proteinske loke 
različnih velikosti. Kot so ugotovili Podobnik in sod. (2015), se lahko proteinske loki vgradijo 
v membrano in tvorijo funkcionalno poro, prav tako pa lahko med seboj fuzirajo. Da bi 
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potrdili, da so oligomerne strukture oligomeri LLO, smo naredili tudi kontrolni poskus samo z 
MLV-ji (Slika 25D), kjer poram podobnih struktur nismo opazili.  
 
Slika 25: Preverjanje nastanka oligomerov po inkubaciji 10 mM MLV (POPC:CHOL v razmerju 1:1) s 500 nM 
LLO (pH 5.5) s TEM. Vzorci niso bili razbiti z LDAO. A-C) Nastanek oligomerov ob inkubaciji MLV-jev z 
LLO (rdeča puščica), D) kontrolni MLV-ji (brez LLO). 
4.5.1.2.2. Preverjanje potovanja kontrolnih liposomov (POPC:CHOL 1:1), inkubiranih z 
LLO brez raztapljanja z LDAO, v saharoznem gradientu z NaDS-PAGE 
Naredili smo tudi kontrolni poskus, kjer inkubiranega vzorca LLO in MLV-jev nismo 
raztopili z LDAO, pač pa smo vzorec nanesli neposredno na saharozni gradient (10 – 50 %) in 
izvedli ultracentrifugiranje (opisano v poglavju 3.2.6.2.3 Priprava saharoznega gradienta in 
nanos vzorcev). Takoj po ultracentrifugiranju so bile v frakcijah od 1 do 5 vidne bele oborine. 
Nastanek oborine v času ultracentrifugiranja je verjetno povezan z dejstvom, da lipidnih 
veziklov pred nanosom na gradient nismo raztopili, zato so ostali povezani z oligomernimi 
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proteinskimi kompleksi. Nastanek oborine je vplival tudi na rezultat NaDS gela (Slika 26A), 
kjer smo v začetnih frakcijah (frakcija 2) opazili več proteina LLO (frakciji 3 in 4), nato manj 
(frakcije 5 - 9) in spet več (frakcije 10 – 12). V primeru LUV-ov oborina ni nastala, protein 
LLO je bil bolj enakomerno razporejen po vseh frakcijah (Slika 26B). Nič presenetljivo ni 
niti, da je v začetnih frakcijah prisotnih več lipidov, kot v spodnjih (kjer je večji delež 
saharoze). V zgornjih frakcijah smo namreč pričakovali več praznih liposomov, ki so ob poro-
tvorni aktivnosti LLO razpadli. Liposomi, ki so ostali povezani z oligomeri LLO, so potovali 
po saharoznem gradientu navzdol, kjer so bile koncentracije saharoze večje. Tako je največ 
lipidov prisotnih v frakciji z najnižjimi koncentracijami saharoze (frakciji 1-2), pri tem pa je 
zanimivo tudi, da je v teh frakcijah količina proteina, v primerjavi s kasnejšimi frakcijami, 
manjša (Slika 26, Slika 27A, Slika 32A). 
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Slika 26: NaDS-PAGE gel (4-12 % zamreženost) frakcij po ultracentrifugiranju vzorca liposomov in LLO v 
saharoznem gradientu (10-50 %). A) Vzorec MLV-jev (POPC:CHOL 1:1) inkubiranih z LLO (brez raztapljanja 
z LDAO) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu. Jamice: 1) kontrolni monomer LLO (rdeča puščica);  
2-12) frakcije 2-12 vzorca MLV-jev inkubiranih z LLO po ultracentrifugiranju. B) Vzorec LUV-ov 
(POPC:CHOL 1:1) inkubiranih z LLO (brez raztapljanja z LDAO) po ultracentrifugiranju v saharoznem 
gradientu. Jamice: 1) kontrolni monomer LLO (rdeča puščica);  2-12) frakcije 2-12 vzorca LUV-ov inkubiranih 
z LLO po ultracentrifugiranju. S črno puščico so označeni lipidi. 
4.5.1.2.3. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta MLV (POPC:CHOL 1:1) inkubiranih z 
LLO in raztopljenih z 1,2 % LDAO z NaDS-PAGE 
Preverjanju kontrolnih stanj je sledila inkubacija (30 minut) proteina LLO z MLV-ji 
(POPC:CHOL v razmerju 1:1), nato pa smo inkubiran vzorec raztopili z LDAO (1,2 %) ter ga 
nanesli na saharozni gradient (opisano v poglavju 3.2.6.2.3 Priprava saharoznega gradienta in 
nanos vzorcev). 
Frakcije po ultracentrifugiranju smo preverili na NaDS gelu (Slika 27A). Vidimo, da so v 
višini monomera LLO v vseh frakcijah opazne proteinske lise, kar nakazuje na prisotnost 
proteinskih kompleksov različnih velikosti. Na Sliki 27B so kontrolne frakcije MLV-jev, ki 
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jih nismo inkubirali z LLO, pač pa smo jih namesto z LLO inkubirali s fosfatnim pufrom. 
Proteinskih lis v višini monomera LLO, kot je pričakovano, pri kontrolnih vzorcih ni. 
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Slika 27: NaDS-PAGE gel (4-12 % zamreženost) frakcij vzorca MLV-jev (POPC:CHOL, 1:1) inkubiranih z 
LLO (razbitih z 1,2 % LDAO) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %). A) Vzorec MLV-jev 
inkubiranih z LLO (sobna temperatura) po ultracentrifugiranju. Jamica 1) kontrolni monomer LLO (rdeča 
puščica); jamice 2-12) frakcije 2-12 vzorca inkubiranih MLV-jev in LLO (razbitih z 1,2 % LDAO) po 
ultracentrifugiranju . Ker v frakciji 1 nismo pičakovali oligomernih kompleksov, prisotnosti proteina v tej 
frakciji na gelu NaDS nismo preverjali. B) Kontrola: MLV-ji brez inkubacije z LLO. Jamica 1) monomer LLO 
(rdeča puščica), jamice 2-12) frakcije 2-12 kontrolnih MLV-jev (brez LLO) po ultacentrifugiranju. 
4.5.1.2.4. Preverjanje frakcij gradienta LLO inkubiranega z MLV (POPC:CHOL 1:1) in 
razbitih z LDAO s TEM 
S TEM smo preverili različne frakcije saharoznega gradienta. Slika 28 predstavlja frakcijo 7, 
vzorca LLO inkubiranega z MLV-ji (in razbitih z 1,2 % LDAO), ki smo ga nanesli na 
saharozni gradient. V primerjavi s frakcijo 7, kjer je bil na gradientu zgolj monomer protein 
LLO (Slika 24), lahko opazimo drugačno morfologijo agregatov, ki so najverjetneje 
sestavljeni iz proteinov in lipidov. V frakciji 9 (Slika 29) so prisotni različni agregati, pri tem 
težko trdimo ali  gre za proteinske komplekse ali ostanke lipidov (strukture označene z rdečo 
elipso). Glavno težavo pri zajemu slike, ki bi pokazala boljšo ultrastrukturo, je predstavljal 
sam vzorec, ki je na mrežici izgledal kot bi imel ob sebi »film« ostankov različnih snovi. Te 
snovi so najverjetneje mešanica lipidnih veziklov in saharoze, zato je ultrastruktura 
nedoločljiva. V frakciji 11 (Slika 30) so opazni večji skupki, kjer pa gre najverjetneje za 
lipidne vezikle.  
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Slika 28: Preverjanje prisotnosti oligomerov LLO v vzorcu inkubiranih 10mM MLV-jev (POPC:CHOL 1:1) in 
0,01 mM LLO (raztopljenih z 1,2 % LDAO) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. 
A) in B) vzorec frakcije 7 ultracentrifugiranju. 
           
Slika 29: Preverjanje prisotnosti oligomerov LLO v vzorcu inkubiranih 10 mM MLV-jev (POPC:CHOL 1:1) in 
0,01 mM LLO (raztopljenih z 1,2 % LDAO) po ultracenitrugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. 
A) in B) vzorec frakcije 9 po ultracentrifugiranju. Z rdečo elipso so označeni večji kompleksi, čeprav ni jasno ali 
gre za agregate oz. komplekse proteinov ali lipidov. 
A B 
A B 
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Slika 30: Preverjanje prisotnosti oligomerov LLO v vzorcu 10 mM MLV-jev in 0,01 mM LLO (raztopljenih z 
1,2 % LDAO) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A) in B) vzorec frakcije 11 po 
ultracentrifugiranju. 
4.5.1.3. Preverjanje potovanja proteinskih kompleksov inkubiranih LUV-ov (POPC:CHOL 
1:1) in LLO v saharoznem gradientu  
Tudi pri vzorcu inkubiranih LUV-ov in LLO (10 mM LUV-e smo 30 minut inkubirali s 500 
nM LLO (pH pufra 5.5) (opisano v poglavju 3.2.1.9 Priprava vzorcev: lipidni vezikli in 
LLO)) smo opravili kontrolni pregled vzorcev na TEM. Pri tem vzorcev nismo raztopili z 
detergentom LDAO. 
V primerjavi z vzorci inkubiranih MLV-jev in LLO (Slika 25 A-C) opazimo več proteinskih 
lokov (Slika 31 A-C). Lepo oblikovanih, okroglih struktur skoraj ni. Na splošno smo našli v 
primeru uporabljenih LUVov malo struktur, prav tako so LUV-i na pogled deformirani. Ena 
od možnih razlag za malo število opaženih struktur je lahko tudi manjša velikost LUV-ov 
(okoli 70 nm), ki je v primerjavi z velikostjo MLV-jev (nad 500 nm), bolj podobna 
pričakovani velikosti por LLO (17,1 – 21,3 nm) (Podobnik in sod., 2015). Oligomerne 
strukture LLO na LUV-ih smo, v primerjavi z strukturami na MLV-jih (Slika 25), smo 
zasledili predvsemprosto v raztopini (nepovezano z liposomi) (Slika 31A- C).  
Podobno kot pri MLV-jih, smo naredili tudi kontrolo na LUV-ih, ki niso bili inkubirani z 
LLO (Slika 31C) – proteinskih struktur nismo zasledili.  
 
A B 
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Slika 31: Preverjanje nastanka oligomerov LLO s TEM po inkubaciji 0,01 mM LLO z 10 mM LUVi 
(POPC:CHOL v razmerju 1:1) (pH 5.5) (brez raztapljanja z LDAO). A- C) prosti oligomeri (rdeča puščica) in D) 
kontrolni LUV-i, ki niso bili inkubirani z LLO. 
4.5.1.3.1. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta vzorca LUV-ov (POPC:CHOL 1:1) 
inkubiranih z LLO in razbitih z 1,2 % LDAO z NaDS-PAGE 
Na podoben način kot smo pripravili vzorec MLV-jev in LLO, smo pripravili tudi vzorec 
inkubiranih LUV-ov in LLO. Tudi te vezikle smo po inkubaciji raztopili z LDAO-om (1,2 %) 
ter vzorec nanesli na saharozni gradient in vse skupaj ultracentrifugirali (opisano v poglavju 
3.2.6.2.3 Priprava saharoznega gradienta in nanos vzorcev). 
NaDS-PAGE frakcij vzorca LUV-ov (POPC:CHOL v razmerju 1:1) inkubiranih z LLO (Slika 
32A) je podal podoben rezultat kot pri MLV-jih inkubiranih z LLO (Slika 27A). LLO je bil 
prisoten v vseh frakcijah, zato sklepamo, da so nastali večji proteinski kompleksi – proteinski 
loki ali pore. Pri frakcijah kontrolnih LUV-ov (Slika 32B), kamor LLO nismo dodali, 
A B 
C D 
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proteinske lise v višini monomera LLO pričakovano nismo opazili. So pa v zgornjih frakcijah 
(nižja koncentracija saharoze) prisotni lipidi (Slika 32B, jamice 2-4).  
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Slika 32: NaDS-PAGE gel frakcij vzorca LLO inkubiranega z LUV-i (in razbitih z 1,2 % LDAO) po 
ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %). A) Vzorec LUV-ov inkubiranih z LLO in raztopljenih z 
1, 2 % LDAO po ultracenitrufgiranju v saharoznem gradientu. Jamica 1) kontrolni monomer LLO (rdeča 
puščica); jamice 2-12) frakcije 2-12 vzorca inkubiranih LUV-ov in LLO po ultracentrifugiranju v saharoznem 
gradientu, B) kontrola: LUV-i (brez inkubacije z LLO) po izvedbi ultracentrifugiranja v saharoznem gradientu. 
Jamica 1) kontrolni monomer LLO (rdeča puščica), jamice 2-12) frakcije 2-12 vzorca kontrolnih LUV-ov (brez 
LLO). 
4.5.1.3.2. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta vzorca LLO inkubiranega z LUV-i 
(POPC:CHOL 1:1) in razbitih z LDAO po ultracentrifugiranju z BN-PAGE 
Detergent NaDS, ki ga uporabljamo pri NaDS-PAGE, najverjetneje razbije proteinske 
komplekse LLO. Da bi ugotovili ali so oligomeri prisotni, smo zato izvedli BN-PAGE vzorca 
LUV-ov inkubiranih z LLO raztropljenih z LDAO po ultracentrifugiranju v saharoznem 
gradientu. Slika 33 predstavlja analizo frakcij saharoznega gradienta z večjimi 
koncentracijami saharoze (frakcije 7-13). Pri vseh frakcijah so bile sicer prisotne proteinske 
lise, ki nakazujejo na prisotnost nekoliko večjih proteinskih kompleksov, čeprav rezultat ni 
povsem jasen. 
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Slika 33: BN-PAGE (4-16 % zameženost Bis-Tris gela) vzorca LUV-ov (POPC:CHOL 1:1)  inkubiranih z LLO 
po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %). Jamice: 1) frakcija 1, 2) frakcija 3, 3)  frakcija 5; 4) 
frakcija 7; 5) frakcija 8, 6) frakcija 9, 7) frakcija 10; 8) frakcija 11; 9) frakcija 12; 10) kontrolni LLO monomer. 
4.5.1.3.3. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta vzorca LLO inkubiranega z LUV-i 
(POPC:CHOL 1:1) in razbitih z 1,2 % LDAO s TEM 
Določene frakcije (vzorec LUV-ov inkubiranih z LLO in raztopljenih z 1,2 % LDAO po 
ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu), ki smo jih preverili z NaDS in BN-PAGE, smo 
preverili tudi s pomočjo TEM. V frakciji 7 (Slika 34) so vidni agregati proteinov in lipidov, 
ultrastruktura je v primerjavi z enako frakcijo pri MLV-jih inkubiranih z LLO (Slika 28) lepše 
določljiva, čeprav še vedno ne dovolj. Podobno ultrastrukture nismo mogli dobro določiti v 
frakciji 9 (Slika 35) in frakciji 11 (Slika 36). Povsod sicer opazimo nestrukturirane agreate 
proteinov ter lipidov. 
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Slika 34: Preverjanje prisotnosti oligomerov vzorca 10 mM LUV-ov (POPC:CHOL 1:1) inkubiranih z 0,01 mM 
LLO in raztopljenih z 1,2 % LDAO po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A) in B) 
vzorec frakcije 7 po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu. 
           
Slika 35: Preverjanje prisotnosti oligomerov vzorca 10 mM LUV-ov (POPC:CHOL 1:1) inkubiranih z 0,01 mM 
LLO in raztopljenih z 1,2 % LDAO po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A) in B) 
vzorec frakcije 9 po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu.  
 
A B 
A B 
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Slika 36: Preverjanje prisotnosti oligomerov vzorca 10mM LUV-ov (POPC:CHOL 1:1) inkubiranih z 0,01 mM 
LLO in raztopljenih z 1,2 % LDAO po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50%) s TEM. A) in B) 
vzorec frakcije 11 po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu. 
Čeprav liposomi predstavljajo čist membranski sistem, kjer lahko z gotovostjo trdimo, da je 
prisoten proteinski kompleks, kompleks LLO, ločevanje proteinskih kompleksov nastalih pri 
inkubaciji z njimi v saharoznem gradientu (10-50 %) ni podalo želenih rezultatov. Ker 
ultrastrukture s TEM nismo mogli določiti, potrdili smo lahko zgolj prisotnost proteinsko-
lipidnih agregatov, smo poiskali drug membranski sistem, ki bi to omogočal. 
4.5.1.4. Preverjanje vzorcev govejih eritrocitov po inkubaciji LLO pred nanosom na 
saharozni gradient s TEM  
Ker s čistimi lipidnimi vezikli v saharoznem gradientu nismo dosegli želene detekcije in tudi 
ločljivosti LLO oligomerov na TEM, smo se odločili, da bomo ultracentrifugiranje v 
saharoznem gradientu po postopku opisanem v poglavju 3.2.7.1.1 Priprava vzorcev govejih 
eritrocitov in LLO oziroma PFO, izvedli tudi z govejimi eritrociti, čeprav ti predstavljajo 
proteinsko nečist sistem. Protokol smo povzeli po Bhkadi in sod. (1985), kjer so avtorji 
podobno že naredili za protein streptolizin, prav tako pa so Parrisius in sod. (1986) podoben 
protokol izvedli za protein LLO.  
Slika 37 prikazuje TEM posnetek inkubiranega vzorca eritrocitov z LLO (10 minut), kjer so 
vidni proteinski kompleksi LLO različnih oblik. Na membrani so vidne pore, precej je tudi 
proteinskih lokov. Stanje na membrani eritrocitov je sicer podobno stanju, ki smo ga opazili 
pri vzorcih z LLO inkubiranih MLV-jev (Slika 25) in LUV-ov (Slika 31), le da je proteinskih 
kompleksov na eritrocitih (vsaj na videz) več in so razporejeni po celotni površini raztrganih 
membran eritrocitov. 
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Slika 37: Preverjanje nastanka por LLO na razbitih membranah govejih eritrocitov s TEM. A-B) vzorec po 
inkubaciji LLO in eritrocitov (pred razbitjem z detergentom DOC). 
4.5.1.4.1. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta vzorca LLO inkubiranega z govejimi 
eritrociti, po razbitju z DOC, s TEM 
Po ultracentrifugiranju vzorca inkubiranega LLO in govejih eritrocitov (ter razbitega z DOC) 
smo dobljene frakcije najprej preverili z NaDS (Slika 38). Rezultati, ki smo jih dobili so 
primerljivi z rezultati Parrisius in sod. (1986), ki so na enak način že izolirali membransko 
obliko α-listeriolizina. V vseh frakcijah vzorca eritrocitov, ki smo jih inkubirali z LLO je 
prisotna lisa (Slika 38A) v višini monomera LLO (rdeča puščica). Pri kontrolnih eritrocitih 
(brez LLO, Slika 38B) lis v višini monomera ni, opazimo pa tudi manj drugih proteinov. To je 
najverjetneje povezano z boljšo sedimentacijo membran in njihovih delov. Ker LLO pri 
kontrolah ni bil prisoten, pore LLO niso nastale, zato so vsi eritrociti ostali nepoškodovani, 
zato smo jih se ob centrifugiranju s fosfatnim pufrom očitno bolje znebili. 
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Slika 38: NaDS-PAGE gel (4-12 % zamreženost) frakcij govejih eritrocitov inkubiranih z LLO (raztopljenih z 
DOC) po nanosu na saharozni gradient (10-50 %). A) Vzorec eritrocitov inkubiranih z LLO. Jamica 1) kontrolni 
monomer LLO (rdeča puščica); jamice 2-12) frakcije 2-12. B) Kontrolni eritrociti brez LLO (namesto LLO 
fosfatni pufer) po izvedbi ultracentrifugiranja. Jamica 1) kontrolni monomer LLO (rdeča puščica), jamice 2-12) 
frakcije 2-12. 
4.5.1.4.2. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta (10-50 %) govejih eritrocitov inkubiranih 
z LLO (razbitih z DOC) s TEM  
Na Slika 39 je TEM posnetek frakcije 9 saharoznega gradienta (10-50 %), kjer so vidni 
proteinski loki LLO. V primerjavi s TEM posnetki gradienta MLV-jev (Slika 28) in LUV-ov 
(Slika 34) inkubiranih z LLO je tu opaziti lepšo ultrastrukturo proteinskih lokov. Celoten 
poskus – od priprave vzorca, gradienta in izvedbe ultracentrifugiranja smo zaradi 
ponovljivosti izvedli dvakrat ter dobili podobne rezultate (Slika 39C-D). Proteinski loki so 
različnih velikosti, praviloma manjši od velikosti polovice celotne pore. V frakciji 10 (Slika 
40) opazimo proteinske loke različnih oblik, ki so večinoma večji kot v frakciji 9 (Slika 39) in 
običajno presegajo velikost polovice pore. O pravih porah ne moremo govoriti, saj strukture 
delujejo nesklenjene (Slika 40C) Tudi v frakciji, ki predstavlja serijo s katero smo preverjali 
ponovljivost metode (Slika 40E -F) smo dobili podobne rezultate. 
V frakciji 11 (Slika 41) so prisotni različni proteinski loki ter nekaj poram podobnih struktur. 
Tudi tu je opazen trend povečevanja velikosti proteinskih kompleksov, ki so vse bolj bližje 
pori podobnim strukturam. Preverili smo tudi največjo frakcijo 12 (Slika 42), kjer še vedno 
prevladujejo proteinski loki, ki so tu v primerjavi z ostalimi frakcijami največji. Njihova 
ultrastruktura je jasno določljiva. O okroglih popolnih porah ne moremo govoriti, kar sovpada 
z ugotovitvami Ruan in sod. (2016), ki so s pomočjo HS-AFM ugotovili, da LLO tvori 
proteinske loke dolžine 50 nm, ki so sestavljeni iz približno 20 podenot. Ti proteinski loki se 
nato vgradijo v membrano in tvorijo poro. 
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Slika 39: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov in 0,05 mM LLO 
(raztopljenih z deoksiholatom, DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A-B) 
vzorec inkubiranih eritrocitov in LLO (raztopljenih z DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu, 
frakcija 9. C-D) Preverjanje ponovljivosti metode, kjer smo v celoti ponovili pripravo vzorcev in 
ultracentrifugiranje v saharoznem gradientu (10-50 %), vzorec frakcije 9. 
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Slika 40: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov z 0,05 mM LLO 
(raztopljenih z DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A-B) vzorec inkubiranih 
eritrocitov in LLO (raztopljenih zDOC) po ultracenitrufiranju v saharoznem gradientu, frakcija 10. C-D) 
Preverjanje ponovljivosti metode, kjer smo v celoti ponovili pripravo vzorcev in ultracentrifugiranje v 
saharoznem gradientu (10-50 %), vzorec frakcije 10.  
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Slika 41: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov z 0,05 mM LLO 
(raztopljenih z deoksiholatom, DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50%) s TEM. A-B) 
vzorec inkubiranih eritrocitov in LLO (raztopljenih z DOC) po ultracenitrugiranju v saharoznem gradientu (10 -
50 %), frakcija 11. C-D) Preverjanje ponovljivosti metode, kjer smo v celoti ponovili pripravo vzorcev in 
ultracentrifugiranje v saharoznem gradientu (10-50 %), vzorec frakcije 11. 
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Slika 42: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov z 0,05 mM LLO 
(raztopljenih z deoksiholatom, DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A-B) 
vzorec inkubiranih eritrocitov in LLO (raztopljenih z DOC) po ultracentirfugiranju v saharoznem gradientu, 
frakcija 12. C-D) Preverjanje ponovljivosti metode, kjer smo v celoti ponovili pripravo vzorcev in 
ultracentrifugiranje v saharoznem gradientu (10-50 %), vzorec frakcije 12. 
4.5.1.4.3. Preverjanje vzorcev govejih eritrocitov in PFO pred nanosom na saharozni gradient 
s TEM  
S TEM smo preverili vzorec inkubiranih govejih eritrocitov in PFO (Slika 43) (priprava 
vzorcev je opisana v poglavju 3.2.7.1.1 Priprava vzorcev govejih eritrocitov in LLO oziroma 
PFO). Podobno kot pri LLO (Slika 37) na eritrocitih opazimo številne poram podobne 
strukture, prav tako smo opazili proteinski lok (Slika 37C) ter pori podobno strukturo (Slika 
43D) nevezano na eritrocite. 
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Slika 43: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov s 0,5 mM PFO (pred 
raztapljenjem z DOC) s TEM. A-B) Na membrane eritrocitov vezani oligomerni kompleksi PFO. Z rumeno 
puščico označene pore PFO, z rdečo proteinski loki PFO. C) proteinski lok PFO (rdeča puščica), D) pori 
podobna struktura PFO (rumena puščica). 
4.5.1.5. Saharozni gradient oligomerov nastalih pri inkubaciji govejih eritrociti in PFO 
Ker je PFO soroden proteinu LLO, tvoril pa naj bi bolj homogene pore v obliki prstanov 
(Shepard in sod., 2000) smo s TEM preverili tudi nastanek oligomerov PFO in njihovo ločitev 
v saharoznem gradientu. 
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4.5.1.5.1. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta vzorca PFO inkubiranega z govejimi 
eritrociti (razbitih z DOC) s TEM 
Tudi frakcije PFO smo preverili z NaDS-PAGE, da bi potrdili prisotnost proteina v 
posamezni frakciji (Slika 44). Protein PFO je bil prisoten v vseh frakcijah, kjer smo ga 
inkubirali z govejimi eritrociti (Slika 44A), ne pa tudi v kontrolnih frakcijah, kjer smo vzorec 
pripravili tako, da smo eritrocite inkubirali s pufrom (namesto s PFO) (Slika 44B). Podobno 
kot LLO inkubiran z eritrociti (Slika 38) je PFO prisoten v večji meri v frakcijah z nižjimi 
koncentracijami saharoze (frakcije 1-8). V frakcijah 8-10 ga je manj, nato pa je proteinska lisa 
ponovno ojačana v frakciji 11, česar pri LLO nismo opazili. Ker eksperimenta nismo 
ponovili, ne moremo z gotovostjo trditi, da opaženo velja za vse vzorce. 
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Slika 44: NaDS-PAGE gel frakcij vzorca govejih eritrocitov inkubiranih s 0,5 mM PFO po ultracentrifugiranju v 
saharozem gradientu (10-50 %). A) Vzorec eritrocitov inkubiranih s PFO po ultracentrifugiranju. Jamica 1) 
kontrolni monomer PFO (rdeča puščica); jamice 2-12) frakcije 2-12 vzorca eritrocitov inkubiranih z LLO po 
ultracentrifugiranju. B) Kontrolni eritrociti brez PFO po izvedbi ultracentrifugiranja. Jamica 1) kontrolni 
monomer PFO (rdeča puščica), jamice 2-12) frakcije 2-11. 
4.5.1.5.2. Preverjanje frakcij saharoznega gradienta (10-50 %) govejih eritrocitov inkubiranih 
z PFO (razbitih z DOC) s TEM  
V frakciji 9 (Slika 45) smo le redko opazili oligomere  – bodisi proteinske loke ali manjše 
pore, nismo pa naredili ponovitev eksperimenta, zato ne moremo sklepati, ali to velja za vse 
vzorce. Rezultat sicer sovpada z rezultatom NaDS-PAGE gela (Slika 44), kjer smo v 
omenjeni frakciji opazili komaj vidno proteinsko liso. V frakciji 10 (Slika 46), kjer smo na 
NaDS-PAGE gelu (Slika 44) sicer opazili le komaj opazno proteinsko liso, je opaznih več 
različnih oligomernih strukutur. Na podlagi opravljenega eksperimenta, bi lahko sklepali, da 
je pri PFO več sklenjenih okroglih struktur, v primerjavi z  LLO (Slika 40), kjer prevladujejo 
proteinski loki. Da bi lahko opaženo potrdili, bi morali izvesti več ponovitev eksperimenta. 
Tudi v frakcijah 11 in 12 (Slika 47, Slika 48) prevladujejo okrogle strukture, ki so podobne 
poram. 
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Slika 45: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov s 0,5 mM PFO 
(raztopljenih z deoksiholatom, DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A-D) 
vzorec inkubiranih eritrocitov in PFO (raztopljenih z DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu, 
frakcija 9.  
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Slika 46: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov s 0,5 mM PFO 
(raztopljenih z deoksiholatom, DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A-D) 
vzorec inkubiranih eritrocitov in PFO (raztopljenih z DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu, 
frakcija 10. Z rdečo puščico so označeni proteinski loki PFO, z rumeno pa pore PFO. 
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Slika 47: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov s 0,5 mM PFO 
(raztopljenih z deoksiholatom, DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A-D) 
vzorec inkubiranih eritrocitov in PFO (raztopljenih z DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu, 
frakcija 11. Z rdečo puščico označen proteinski lok, z rumeno pa pora PFO. 
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Slika 48: Preverjanje prisotnosti oligomerov v vzorcu inkubiranih govejih eritrocitov s 0,5 mM PFO 
(raztopljenih z deoksiholatom, DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu (10-50 %) s TEM. A-D) 
vzorec inkubiranih eritrocitov in PFO (raztopljenih z DOC) po ultracentrifugiranju v saharoznem gradientu, 
frakcija 12. Z rdečo puščico označen proteinski lok, z rumeno pa pora PFO. Z rdečo puščico označen proteinski 
lok, z rumeno pa pora PFO. 
Primerjava rezultatov vzorcev inkubiranih govejih eritrocitov in LLO oziroma PFO je 
pokazala razlike med izoliranimi proteinskimi stukturami obeh proteinov. LLO najverjetneje 
tvori bolj raznolike oligomerne strukture – predvsem poteinske loke, pravih okroglih por 
nismo opazili, čeprav so bile določene proteinske strukture na pogled podobne pori. Pri PFO 
smo opazili tako proteinske loke kot tudi prave pore, kar bi lahko nakazovalo na večjo 
stabilnost por PFO (v primerjavi z LLO). Saharozni gradient je robustna metoda, ki omogoča 
ločevanje proteinskih kompleksov po velikosti, pri čemer smo ugotovili tendenco 
povečevanja velikosti oligomerov s povečevanjem koncentracije saharoze.  
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5 SKLEPI 
Cilje zastavljene v magistrski nalogi smo v večini dosegli. Potem ko smo v ekspresijskem 
sistemu uspešno sintetizirali LLO (wt), ga očistili in izolirali, smo dobljeni protein LLO nato 
uporabili za nadaljnjo okarakterizacijo oligomerov, ki jih ta tvori. Ker LLO na membranah 
celicah tvori proteinske komplekse različnih oblik in velikosti, je poznavanje metod za 
sledenje nastanku le-teh zelo pomembno. Tako smo, v skladu z našo hipotezo ugotovili, da 
lahko tvorbi por oziroma funkcionalnih pristopov sledimo s kombinacijo različnih pristopov – 
agarozno gelsko elektroforezo, ultracentrifugiranjem v saharoznem gradientu ter uporabo 
elektronske mikroskopije z negativnim senčenjem.  
Agarozna proteinska elektroforeza je metoda za ločevanje večjih proteinskih kompleksov. 
Potem ko smo optimizirali pogoje za potovanje monomera LLO v agaroznem gelu, smo 
preizkusili tudi potovanje oligomernih kompleksov LLO. Ker LLO tvori pore oz. proteinske 
komplekse na membrani, ki vsebuje CHOL, smo za preučevanje uporabljali lipidne vezikle 
(POPC:CHOL 1:1). Agarozna proteinska elektroforeza je ustrezna metoda za ločevanje večjih 
proteinskih struktur pri proteinih, ki tvorijo bolj stabilne pore (npr. PFO), ne pa tudi za LLO, 
ki tvori družino proteinskih oligomerov različnih velikosti. Kljub spreminjanju različnih 
pogojev elektroforeze so bile proteinske lise pri vzorcih z LLO manj skoncentirane in so se 
raztezale čez celoten gel, zaradi česar je bila detekcija proteina slabša.  
Relativno uspešno metodo za ločevanje oligomerov po velikosti predstavlja tudi saharozni 
gradient v katerem smo uspešno ločili vzorce govejih eritrocitov, ki smo jih inkubirali z LLO, 
ločevanje kompleksov, ki so nastali v umetnih lipidnih veziklih, pa je bilo manj uspešno, saj 
je bila ločljivost ultrastruktur na TEM pri teh vzorcih manjša. 
Rezultati, ki smo jih dobili z uporabo različnih pristopov so nam pokazali pomembne 
smernice za nadaljnje raziskave. Potrdili smo, da je nastanek LLO oligomerov oziroma por 
veliko bolj heterogen v primerjavi z drugimi CDC-ji, kot je PFO. Oligomeri LLO so različnih 
dolžin in oblik. Pri tem pa je potrebno opomniti, da z smo vsemi omenjenimi metodami v naši 
raziskavi najverjetneje dobili proteinske strukture, ki so poškodovane zaradi dodatka bodisi 
detergentov bodisi kontrastnega barvila. Za nadaljnje eksperimente bi bilo zato smiselno 
uporabiti bolj nativne metode za preverjanje ultrastrukture, kot je uporaba krio-presevne 
elektronske mikroskopije pred in po razbitju membranskih sistemov z detergenti.  
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6 POVZETEK 
LLO je poro-tvorni protein, ki tvori oligomerne komplekse, ki se vgradijo v membrano 
evkariontskih celic in povzročijo njihovo lizo (Coosart in sod., 1983). Namen naloge je bil 
poiskati metode s katerimi bi ločili oligomerne strukture LLO različnih velikosti in na ta način 
sledili nastanku por oziroma funkcionalnih oligomerov LLO. Da bi to dosegli, smo uporabili 
različne modelne membranske sisteme ter preizkusili kombinacije različnih pristopov, kot so 
elektroforeza, ultracentrifugiranje v saharoznem gradentu ter elektronska mikroskopija z 
negativnim senčenjem.  
Najprej smo s pomočjo bakterijskega ekspresijskega sistema in kromatografskih metod 
pripravili rekombinantni topni monomerni LLO (wt), ki smo ga uporabili v vseh nadaljnjih 
stopnjah ločevanja oligomerih kompleksov LLO. S testom hemolize smo potrdili hemolitično 
aktivnost proteina. LLO je hemolizo govejih eritrocitov že pri koncentraciji LLO 1 ng/ml 
sprožil, hemolizo ovčjih eritrocitov pa pri koncentraciji 2 ng/ml.  
Za ločevanje velikih proteinskih kompleksov se že več desetletij uporablja agarozna 
elektroforeza, zato smo želeli to metodo uporabiti tudi za ločevanje oligomerov LLO. 
Preverili smo različne debeline agaroznega gela in njegove zamreženosti, spreminjali pH 
elektroforeznega pufra, preverili vpliv različnih vzorčnih pufrov ter  spreminjali temperaturo 
pri kateri je elektroforeza potekala. Ugotovili smo, da so za potek elektroforeze najustreznejši 
pogoji: debelina gela 5 mm, pH 8.0, 1 % zamreženost gela, vzorčni pufer (pH 8.0) z dodanim 
G-250 ter potek elektroforeze v hladni sobi (4 °C).  
Znano je, da LLO tvori pore na membranah, ki vključujejo visoke koncentracije holesterola 
(> 30 %) (Bavdek in sod., 2007). Upoštevajoč odvisnost proteina od holesterola, smo 
pripravili umetne lipidne vezikle, ki sta jih sestavljala POPC in CHOL (1:1). Lipidni vezikli 
(MLV in LUV) so primeren sistem za preučevanje nastanka proteinskih oligomerov LLO, saj 
ne vsebujejo drugih proteinov. Z inkubacijo lipidnih veziklov in proteina LLO dosežemo 
nastanek poteinskih kompleksov, ki smo jih potrdili tako z BN-PAGE kot s TEM. 
Vzorce za agarozne proteinske gele na katerih smo preverjali potovanje oligomernih 
kompleksov LLO smo pripravili tako, da smo skupaj inkubirali lipidne vezikle ter LLO. Nato 
smo lipidne vezikle raztopili z dodatkom detergenta, s čimer smo želeli doseči ločitev 
proteinskih kompleksov in lipidov. Pri tem smo naleteli na težave pri potovanju proteinskih 
kompleksov, saj ti kljub raztapljanju z detergentom LDAO (1,2 %) niso potovali po gelu. 
Tako je vzorec pogosto ostal v jamicah gela, prav tako so se proteinske lise raztezale čez 
celoten gel in se niso skoncentirale. Ker smo bili omejeni tudi s količino nanosa, več vzorca 
nismo mogli nanesti, detekcija pa je bila zato slabša.  
Da bi ugotovili, ali je možno ponoviti rezultate agaroznih gelov, ki so jih objavili Shepard in 
sod. (2000) smo pripravili gele po njihovem protokolu in pri tem za primerjavo poleg LLO 
uporabili tudi protein PFO. Ponovljivost rezultatov avtorjev članka smo uspešno potrdili pri 
uporabi proteina PFO. Zanimivo pa, pri proteinu LLO enakih rezultatov kljub dodatku 
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prečnega povezovalca nismo dosegli. Sklepamo, da so oligomerni kompleksi LLO v 
primerjavi s kompleksi PFO bistveno bolj raznoliki (Podobnik in sod., 2015, Ruan in sod., 
2016), zato se v agaroznem gelu ne koncentirajo. 
Obstajajo dileme o tem, ali LLO tvori proteinske loke ali pore (Schuerch in sod., 2005; Köster 
in sod., 2014; Mulvihill in sod., 2015, Podobnik in sod., 2015; Ruan in sod., 2016). Da bi 
ugotovili ali na lipidnih veziklih določene lipidne sestave in pH nastanejo oligomerni 
kompleksi in kakšni ti so, smo naredili tudi analizo s TEM. Pri tem smo na MLV-jih opazili 
poram podobne strukture okroglih oblik, ki so bile različnih velikosti ter skoncentirane na 
določenih območjih. Oligomerni kompleksi, nastali na LUV-ih, so v večini izgledali kot 
proteinski loki, kar je skladno z ugotovitvami drugih avtorjev, ki so ugotovili, da LLO, v 
odvisnosti od različnih pogojev kot so koncentracija proteina, pH okolja, sestava lipidnih 
veziklov, temperatura in čas inkubacije, ne tvori popolnih por, pač pa proteinske loke 
različnih velikosti (Bavdek in sod. 2007; Leung in sod., 2014; Podobnik in sod. 2015; Ruan in 
sod. 2016; Sarangi in sod., 2016a).  
Želeli smo preveriti tudi, če lahko oligomerne komplekse LLO ločimo po velikosti z uporabo 
ultracentrifuge. Inkubirane vzorce lipidnih veziklov in LLO smo raztopili z detergentom 
LDAO (1,2 %) in jih nanesli na saharozni gradient (10 – 50 %). Prav tako smo pripravili 
kontrole, ki niso vsebovale LLO. Pri tem smo dobili 12 frakcij, ki smo jih najprej preverili na 
NaDS-PAGE gelu, kjer smo potrdili prisotnost/odsotnost LLO, nato pa še s TEM. Tako pri 
MLV-jih kot tudi pri LUV-ih smo v večjih frakcijah (od 7 do 12) opazili večje oligomerne 
komplekse – proteinske loke in poram podobne stukture, ki pa jim nismo mogli natančno 
določiti ultrastrukture, saj nismo dosegli želenega kontrasta. 
Da bi pridobili boljše rezultate smo zamenjali membranski sistem in namesto umetnega 
lipidnega sistema uporabili goveje eritrocite, ki sicer vsebujejo tudi druge proteine, ki pa smo 
jih v procesu priprave vzorca za saharozni gradient uspešno izločili in jih v težjih frakcijah na 
gelih (tudi ob barvanju s srebrom) nismo zaznali. Z NaDS-PAGE smo potrdili prisotnost LLO 
v dobljenih frakcijah, ki smo jih nato preverili s TEM. Opazna je tendenca povečevanja 
oligomernih kompleksov, ki so v frakciji 7 običajno manjši od polovice pričakovane velikosti 
pore, v kasnejših frakcijah pa so ti kompleksi večji in vse bolj blizu velikosti popolnih por. 
Ultrastruktura je pri teh vzorcih bistveno boljše vidna. V frakcijah 11 in 12 smo opazili tudi 
nekaj poram-podobnih struktur, ali gre za popolne ali skoraj popolne pore, pa ne moremo 
sklepati. Za primerjavo smo v saharoznem gradientu pripravili tudi z govejimi eritrociti 
inkubiran protein PFO. Pri tem smo v vseh frakcijah opazili pori podobne strukture, prav tako 
pa so bili prisotni tudi proteinski loki. To potrjujejo tudi iz literature znani podatki iz literature 
o bolj homogeni strukturiranosti por PFO (Shepard in sod., 2000). 
Magistrsko delo je podalo nekaj odgovorov na proteinske komplekse, ki jih tvori LLO na 
holesterolom bogatih membranah. Z različnimi metodami smo potrdili, da je raznolikost 
oligomernih kompleksov, ki jih tvori LLO bistveno večja kot pri proteinu PFO, ki smo ga v 
našem primeru uporabljali za primerjavo. LLO najverjetneje v večini tvori proteinske loke, ki 
se vgradijo v membrano celice in delujejo kot pore, medtem ko PFO tvori stabilne pore, ki ji 
uspešno ločimo v saharoznem gradientu. Uporaba ultracentrifuge s saharoznim gradientom za 
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ločevanje oligomerov LLO v kombinaciji s TEM z negativnim senčenjem je dobra osnova za 
nadaljno optimizacijo teh metod za nadaljnje strukturne raziskave LLO oligomerov. 
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